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AGRP: péptido relacionado agouti

alMC: corteza motora anterolateral

Als: lenglieteos adicionales (después del estimulo)

AP: antero-posterior

BMT: tiempo de movimiento corporal

CART: transcrito regulado por cocaina y anfetamina

CDF: funcién de densidad acumulada

CE: cluster end (ultimo lengueteo de un grupo de lenglieteos)
CMA: corteza motora anterolateral

COF: corteza orbitofrontal

CS: cluster start (primer lengiieteo de un grupo de lengiieteos)
DV: dorso-ventral

FR: formacion reticular

GABA: acido gamma aminobutirico

H: movimiento de la cabeza de la rata

Hcrt+: neuronas que expresan hipocretinas

HL: hipotalamo lateral

HMT: tiempo de movimiento de la cabeza

ICI: intervalo entre clUsteres de lenglieteos

ILI: intervalo entre lengieteos

IQR: rango intercuantil

L: en histologia significa lateral

L: en conducta significa lengueteos

LH: hipotalamo lateral

LHa: &rea hipotalamica lateral

LRT: tarea de reaccién del lenglieteo

MCH+: neuronas que expresan la hormona concentradora de melanina
mOFC: corteza orbitofrontal

MOR: suefio de movimientos oculares rapidos

NAc: nicleo accumbens

NPY: Neuropéptido Y

OFC: corteza orbitofrontal

PCA: andlisis de componentes principales

POMC: Proopiomelanocortina

QHCL.: quinina, estimulo aversivo

QW: estado despierto y en reposo

SPN: neuronas espinosas de proyeccion

Suc: sacarosa

SWS: suefio de ondas lentas

SWS-off: neuronas inactivadas durante el suefio de ondas lentas
SWS-on: neuronas activadas durante el suefio de ondas lentas
W: agua

Resumen

Proyecto 1: La conducta de suefio y de la alimentacion son conductas relacionadas, ya que al
modificar una se altera la otra: por ejemplo, se ha demostrado que la privacion de suefio produce
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una disminucién en la expresion del receptor a dopamina D2 en el nucleo accumbens (NAc), lo que
resulta en un incremento en la motivacion por comer. Asimismo, el consumo de alimentos ricos en
grasas también disminuye la expresion de este receptor en el NAc, lo que podria explicar por qué
las ratas obesas son mas somnolientas y letargicas. En este sentido y basados en que el suefio y la
alimentacion interactan nosotros hipotetizamos que deben existir, en el cerebro, “neuronas de
convergencia” que integren ambos estados cerebrales, por otro lado también deben existir
“neuronas especializadas” que se modulen de manera especifica con cada una de estas conductas
por separado, quizé para coordinar que no ocurran al mismo tiempo, entre otras cosas. Sin embargo,
aun se desconoce si estas poblaciones neuronales existan o si estén presentes en el NAc o en otras
regiones cerebrales involucradas en la regulacién del suefio y/o de la alimentacion. En este proyecto
abordamos estas preguntas registrando la actividad neuronal en ratas que voluntariamente
transitaron entre periodos naturales de alimentacion y de suefio, especificamente registramos 264
neuronas en el NAc y comparamos estos resultados con la actividad neuronal en el hipotadlamo
lateral (HL, n=84), en la corteza orbitofrontal (COF, n=328) y la corteza motora anterolateral
(CMA, n=433). Como lo hipotetizamos encontramos una poblacion neuronal en el NAc (24%) que
se modulo con ambos estados conductuales sugiriendo que estas neuronas probablemente
desempefien una funcién integradora (o de convergencia), de igual forma en el HL también se
observé una gran proporcién de neuronas de convergencia las cuales se modularon en ambos
estados conductuales (31.9%). En contraste, en las dos regiones corticales registradas, la CMA y la
COF, se encontraron principalmente poblaciones “neuronales especializadas” moduladas por una
conducta o la otra, pero muy pocas neuronas (<10%) se modularon en ambos estados conductuales.
Estos resultados demostraron por primera vez la existencia de poblaciones neuronales
principalmente en las regiones subcorticales que integran la informacion de circuitos neurales que
modulan la alimentacién y el suefio, esta convergencia en la actividad neuronal podria explicar por
qué ambos estados conductuales estan relacionados, y porque alteraciones celulares producidas por
una de estas conductas produce cambios a nivel neurofisioldgico y conductual en la otra conducta.
Por otra parte a nivel cortical se encontraron principalmente neuronas especializadas en ambas
regiones registradas las cuales nosotros proponemos podrian participar en la coordinacién de un
estado conductual especifico. Estos resultados abren una gama de posibilidades que permitiran en
un futuro encontrar nuevos blancos terapéuticos que modulen la conducta de ingesta sin afectar el
suefio como sucede actualmente con la gran mayoria de los farmacos anorexigénicos. Asimismo,
nuestros resultados sugieren que para abordar el tratamiento de la obesidad no sélo se debe de tomar
en cuenta el componente alimenticio sino también mejorar la higiene del suefio.

Proyecto 2. En un segundo proyecto de mi tesis de doctorado también evalué que elementos de la
alimentacion modula la actividad de las neuronas del NAc, basado en la idea de que las neuronas
del NAc se modulan diferencialmente por alimentos palatables (se inhiben) o aversivos (se activan),
sin embargo esta idea ha sido controversial ya que también se ha propuesto que esta modulacion
neuronal se debe en realidad no al componente heddnico de los alimentos (apetitivo-aversivo) sino a
las diferencias motoras que se evocan al comer estos alimentos (aceptacion-rechazo), para resolver
este problema disefiamos una tarea conductual novedosa para separar el componente oro-motor del
heddnico de un estimulo gustativo. Para esto también registramos la actividad del NAc en esta tarea
conductual y encontramos que las neuronas de esta region se inhibieron en todo momento que el
animal lenglieteo un bebedero vacio (seco) y no cuando se liber6 una gota de sacarosa (estimulo
apetitivo) o quinina (aversivo). Estos resultados demostraron sin lugar a dudas que la actividad de
las neuronas del NAc es modula por el componente motor de la ingesta y no por el componente
hedonico de los alimentos.

Abstract




Project 1: Sleep and feeding behaviors are both intertwine: Indeed alterations in sleep behavior
alters feeding and vice versa : i.e., sleep deprivation leads to a decrease in the expression of
dopamine D2 receptor in the nucleus accumbens (NAc) that in turn this change increases the
motivation to eat. Likewise, chronic intake of a high fat diet also decreased the expression of this
receptor in the NAc which in turn can explain why obese rats are more somnolent and lethargic. We
hypothesize that some brain regions must integrate and coordinate both behavioral states at a single
neuronal level; thus we propose the existence of “convergence neurons” that integrate both sleep
and feeding signals and the existence of “specialized neurons” that modulate its activity during
each behavioral state separately, perhaps to prevent that they do not occur simultaneously.
However, it is unknown whether these neuronal populations are present in the NAc or in other brain
regions involved in the regulation of both sleep and/or feeding behaviors. In this Ph.D. thesis |
addressed these issues by recording the neuronal activity in freely moving rats that voluntarily
transit between naturally feeding and sleep periods. We recorded 264 neurons in the NAc, and
compared these results with neural activity in lateral hypothalamus (LH, n = 84), orbitofrontal
cortex (OFC, n = 328) and anterolateral motor cortex (alMC, n = 433). Our data showed for the first
time there is a neural population in the NAc (24%) that is modulated by both behavioral states
suggesting that they integrate (or convergence) both sleep and feeding signals. Likewise, in the LH
we found that a large proportion of neurons integrate information from both behavioral states
(31.9%). In contrast, in both cortical regions, we found mainly “specialized neurons” and very few
(<10%) were modulated in both behavioral states (“convergence neurons”). These results
demonstrated that neuronal populations in subcortical regions mainly integrate information from
neural circuits involved in feeding and sleep. It is tempting to propose that this physiological
convergence explains how both behavioral states related to each other, and to understand why
changes at cellular level produced by one of these behaviors alters at both neurophysiological and
behavioral level. Moreover at cortical regions we found mainly “specialized neurons” which could
be involved in the coordination of specific behavioral states. These results open a range of
possibilities in the future allowing new therapeutic targets that modulate eating behavior without
affecting sleep as currently occurs in the vast majority of anorectic drugs. Our results also suggest
that to address the treatment of obesity should not only consider the dietary treatment but also
improve sleep hygiene.

Project 2: In a second part of this thesis we studied what component of feeding modulate the
activity of NAc neurons. Based on that NAc neurons are modulated differentially by both palatables
(it inhibits activity) or aversive (it produce activation) stimuli, however this idea has been
controversial since it has been proposed that neuronal modulations of the NAc are not related to the
hedonic component of food (appetitive-aversive) per se but to motor differences evoked by eating
these foods (acceptance-rejection, respectively), to solve this issue we designed a novel behavioral
task to separate both hedonic and motor component of feeding called lick reaction task and record
the NAc activity in this behavioral task. We found that neurons in this region were inhibited when
the rat licks to an empty sipper and not when it receives a drop of sucrose or quinine. These results
undoubtedly demonstrated that the NAc is modulated by the motor component of feeding and not
by the hedonic components of food.

Introduccion (primer proyecto)

I.  Generalidades de la conducta de ingesta:



“Nuestro cerebro es quien decide qué comer, cuando y cuanto comer, asi como cuando
dejar de hacerlo”: a esta serie de procesos modulados por el cerebro mediante los cuales
los mamiferos se nutren de liquidos y alimentos solidos, se conoce como conducta de
ingesta . La conducta de ingesta es modulada por mecanismos cerebrales que responden a
factores sensoriales de los alimentos (mediado por el sistema gustativo y el circuito de
recompensa) y a sefiales que inducen saciedad o hambre (circuito homeostatico) 2. La
homeostasis energética mantiene el peso corporal a largo plazo, este proceso implica un
balance entre el gasto y consumo energético®. Este balance es resultado de la actividad
coordinada del sistema endocrino y del eje cerebro-intestino®. Una de las principales
funciones del cerebro durante periodos de ayuno es hacer prioritaria la necesidad de comer,
de esta manera se garantiza que los niveles de energia perdidos durante la noche sean
restaurados®, por tal motivo el cerebro debe constantemente monitorear los niveles
energéticos del organismo e iniciar o inhibir la conducta de ingesta (modular el apetito y la
motivacion por comer), por lo que el circuito homeostéatico y el heddnico deben trabajar de

forma coordinada para mantener el peso corporal >,

I1. Circuito homeostatico

El circuito homeostatico, estd constituido principalmente por varios nucleos
hipotaldmicos y del tallo cerebral; regula el balance energético a largo plazo y estos
nucleos son modulados por sefiales hormonales periféricas que producen hambre o saciedad
10 Aunque hay muchas estructuras cerebrales que participan en este circuito, en esta tesis

solo revisaremos las mas relevantes a nuestro proyecto.



El hipotalamo forma parte de un sistema en el cual se integra el peso corporal con la
ingesta y el gasto de energia *'°. EI hipotdlamo contiene varios nicleos que median

funciones homeostaticas'® 1 como veremos a continuacion:

1) El nucleo arcuato

Es quiza el elemento mas importante del circuito homeostatico, es una region muy
pequefia del hipotalamo que monitorea los niveles energéticos del organismo, por ejemplo
contiene neuronas que son sensibles a los niveles periféricos de glucosa, tiene neuronas que
sintetizan péptidos y proteinas que inducen hambre cuando hay disminucion de energia
(orexigénicos) y saciedad (anorexigénicos) cuando los niveles energéticos son Gptimos o
estan excedidos® 5. En particular este nicleo contiene dos tipos neuronales que no
sobrelapan entre si; unas neuronas llamadas orexigénicas ya que expresan NPY/AGRP (ver
abajo definicion) y otro grupo de neuronas llamadas anorexigénicas que expresan

POMC/CART (ver abajo definicion):

A) Neuronas y péptidos orexigenicos

Neuropéptido Y (NPY): sintetizado por los cuerpos celulares de éste nlcleo y
transportados axonalmente al nicleo paraventricular ', las neuronas que lo expresan en el
nacleo arcuato, se activan en respuesta a sefiales originadas por la deplecion de los
depdsitos de grasa corporal, o con disminucion del componente energético como ocurre en
el ayuno prolongado o en estados patoldgicos como la diabetes mellitus 8,

AGRP: es el péptido identificado en el gen agrp o el péptido relacionado agouti
(AGRP), el AGRP estimula el apetito al bloquear el receptor de melanocortina del tipo 3

(MC3) en el nucleo paraventricular’®. La estimulacion de neuronas que expresan este



péptido induce el consumo y la blsqueda de alimentos®, estas neuronas proyectan al
hipotalamo paraventricular e inhiben a neuronas que expresan oxcitocina. Se sabe que en el
sindrome de Prader-Willi estas neuronas (oxcitocina+) estan disminuidas produciendo un
hambre insaciable, por lo que se han caracterizado como las neuronas responsables de
iniciar la blsqueda de alimentos en estados de hambre 2L,

B) Neuronas y péptidos anorexigénicos

Proopiomelanocortina (POMC): suprime la ingesta, es un precursor molecular
que al ser cortado da origen a péptidos mas pequefios como la hormona estimulante de los
melanocitos —alfa (a-MSH) y que ejercen sus efectos por unirse a miembros de una familia
de receptores a melanocortinas MC-3 y MC-4’. POMC es expresado por neuronas
propiomelanocortinas, estas expresan el precursor molecular cuyos productos son
modificados en distintas neuronas con los cuales se obtienen distintos péptidos 2.

El transcrito regulado por cocaina y anfetamina (CART) suprime la ingesta y
promueve un balance energético negativo. CART también se expresa en las neuronas
anorexigénicas que expresan POMC.

2) El area hipotaldmica lateral (HL)

La lesion de esta region produce disminucién en la ingesta y anorexia, modificando la
capacidad de identificacion entre estimulos gustativos palatables y aversivos 2324, En este
nacleo hay poblaciones neuronales que expresan hipocretinas (neuropeptidos que inducen
suefio), también se les conoce como orexinas (ya que también inducen hambre), proyectan
extensamente a todas las partes del cerebro, estas neuronas junto con las neuronas que
expresan la hormona concentradora de melanina (MCH+) son responsables de regular el
ciclo suefio-vigilia, sin embargo; también como ya se mencion6 se han relacionado con los

procesos de alimentacion %2526,
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Estos reguladores homeostaticos también pueden actuar sobre el circuito de
recompensa del cerebro, mas notablemente sobre el NAc para incrementar o disminuir el
incentivo de los alimentos en funcion a los niveles de energia °. Esto se debe a que el NAc

Shell es la tnica region del estriado ventral que envia axones al hipotalamo lateral.?’

I11. Circuito de recompensa en la alimentacion

En el caso del circuito de recompensa se conoce que la alimentacién esté influenciada
por el placer que se produce al consumir los alimentos, la recompensa por obtener un
alimento puede motivar fuertemente su consumo incluso cuando el animal se encuentre
saciado 28 %, de tal forma que el circuito de recompensa tiene la capacidad de ignorar al
sistema homeostatico. En ésta tesis hablaremos del &rea tegmental ventral, el NAc y la COF
ya que son las regiones cerebrales mas importantes del circuito de recompensa, en relacion

a la alimentacion.

1) Area tegmental ventral

Este circuito estd formado por un conjunto de neuronas dopaminérgicas que tiene sus
cuerpos celulares en el area tegmental ventral cuyos axones terminan en el NAc, se ha
propuesto que cualquier mecanismo conductual o farmacologico que produzca la liberacion
de dopamina en el NAc es percibido como un estimulo positivo o placentero, sin embargo
esta funcion del neurotransmisor de la dopamina per se ha sido puesta en duda en varias
ocasiones 2 *°. No obstante, estudios recientes, con métodos optogenéticos, han demostrado

que la activacion selectiva de las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral es
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recompensante para el animal®’. Lo que comprueba que la actividad de estas neuronas
dopaminérgicas (ya sea mediado Unicamente por la dopamina que liberan o por otro
mecanismo desconocido) es suficiente para producir placer, y demuestra que estas neuronas

son un componente fundamental del circuito de recompensa del cerebro.

2) El nucleo accumbens (NAc)

El NAc que significa “nucleo que yace sobre el septum” esta localizado en la parte
ventral del estriado y se subdivide en dos regiones su parte core y su parte shell,
particularmente su porcidn shell se ha involucrado en la regulacion del valor hedonico de
los alimentos®2. La mayor parte de la poblacion neuronal (alrededor del 95%) del
accumbens esta conformada por neuronas espinosas de proyeccion (SPN; spiny projection
neurons), estas neuronas son moduladas por dopamina ya que expresan varios receptores
dopaminérgicos (particularmente D1 o D2, ver abajo), sin embargo son neuronas
inhibitorias (es decir que producen el neurotransmisor acido gamma-aminobutirico GABA),
y tienen un extenso y largo arbol dendritico, cada ramificacion de este arbol dendritico
tiene numerosas espinas las cuales reciben inputs excitatorios, es decir son sinapsis
glutamatérgicas, éstas proyecciones vienen de otras regiones del sistema limbico, por
ejemplo de la COF, el hipocampo y la amigdala. Debido a la gran cantidad de inputs que
recibe el NAc le confieren la caracteristica de ser un centro integrador de informacion
motivacional, y ya que el NAc proyecta a regiones motoras como el palido ventral, se le
conoce como una interface que transforma la informacion motivacional en movimiento®.

Como ya lo mencionamos, las neuronas SPN se dividen en dos poblaciones principales,
las que expresan el receptor a dopamina D1 (SPN D1+) y las que expresan el receptor a

dopamina D2 (SPN D2+)**. La consecuencia fisiolégica de la activacion de los receptores a

12



dopamina D1 o D2 sobre estas neuronas no estd bien entendido, estudios de fijacion de
voltaje (patch-clamp) han reportado que la activacion de estos receptores sobre las neuronas
espinosas medianas puede modular canales de Na*, K* y Ca?, sin embargo estos efectos
pueden variar de célula a célula **. Como ya se menciono, se propone que las proyecciones
dopaminérgicas que modulan al NAc (e.g., las proyecciones que vienen del area tegmental
ventral) incrementan la liberacion de dopamina durante el proceso de alimentacion® %, sin
embargo; no se sabe cudl es el efecto de la liberacion de dopamina sobre las neuronas del
NAc. En algin momento se propuso la posibilidad de que esta liberacién de dopamina en
el NAc modulard directamente la actividad de interneuronas colinérgicas, las cuales
representan menos del 2% de las neuronas del NAc®. Es importante resaltar que hay dos
tipos de proyecciones desde el area tegmental ventral al NAc, unas que proyectan a las
interneuronas colinérgicas del NAc y las inhiben (ya que expresan acido gamma-
aminobutirico, GABA)?> 34 37 38 'y otras proyecciones que ya mencionamos son
dopaminérgicas las cuales modulan directamente a las SPNs del NAc, entonces en forma
directa (neuronas dopaminérgicas) e indirecta (neuronas GABAérgicas) el area tegmental
ventral puede modular de forma compleja y no lineal a la actividad de las neuronas
SPND1+ D2+2 3438,

El area tegmental ventral también recibe proyecciones del circuito neuronal que modula
la homeostasis energética especificamente de las neuronas del HL?, de esta manera el
circuito de la alimentacién (ambos el homeostatico y el de recompensa) trabajan en tandem
para coordinar la anticipacion y el consumo de un alimento. De forma simplificada se
puede decir que cuando los niveles de energia son déptimos, el sistema de recompensa
disminuye el placer y la expectancia por la recompensa, por lo que se disminuye la

motivacion por comer® 3% 40 Por otro lado si los niveles de energia disminuyen (por
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ejemplo al privar de alimento a un animal), las neuronas orexigénicas en el arcuato se
activan y a su vez también activan a las neuronas hipocretinas (Hert+) del HL* %2 lo que
produce hambre. En conclusion estas evidencias indican que los circuitos homeostaticos y
heddnicos estan relacionados y podrian actuar en conjunto al modular la alimentacion.

3) Teoria de la “compuerta”, relacion de las proyecciones NAc-HL

Hay dos tipos de respuestas neuronales en el NAc durante la alimentacion, unas
neuronas incrementan su frecuencia de disparo (tipo 2) y otras lo disminuyen (tipo 1), las
neuronas tipo 1 son necesarias para que se genere la conducta del lenglieteo, se ha
propuesto por el grupo del Dr. Howard Fields que estas neuronas al ser inactivadas sirven
como una “compuerta” de entrada que permite que la conducta motora de ingesta ocurra.
Este resultado se sustenta en el hecho de que cuando estimulan eléctricamente al NAc, el
lenglieteo se detiene o simplemente no se puede llevar a cabo, en relacion a lo anterior se ha
demostrado que la inhibicion farmacoldgica de las neuronas del NAc (con Muscimol
agonista de los receptores tipo GABA A) incrementa la ingesta en una relacion dosis-
respuesta en animales saciados “%. Las neuronas SPN del NAc Shell envian proyecciones al
palido ventral 3% %4 %5 estas conexiones transmiten informacion desde el accumbens a
aferencias talamo-corticales que eventualmente inciden sobre sistemas motores voluntarios
localizados en el tallo cerebral, se ha postulado que estas proyecciones son inhibitorias, son
neuronas SPN gue expresan el receptor a dopamina D1 y son activadas durante el lenguieteo
(tipo 2 de acuerdo a la clasificacion de Howard Fields)*®, esta activacion en principio
generaria una desinhibicion de la inhibicidn que va desde el palido ventral hacia el HL, esto
produce la activacion del HL y permitiria la conducta del lengiieteo?’. Por otro lado el NAc
shell también envia axones directamente al HL, estas proyecciones son inhibitorias,

algunos han postulado que estas proyecciones son de neuronas SPN que expresan el
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receptor a dopamina D2 %', estas neuronas se inactivan durante el lengiieteo (probablemente
las neuronas tipo 1 descritas por Howard Fields) %, al inactivar la inhibicion de estas
neuronas resultaria en la activacion del HL, ya que las proyecciones desde el HL modulan
estructuras que directamente controlan generadores de patrones motores en el tallo cerebral
relacionadas a la conducta de alimentacion 47, en resumen a lo anterior, para que se inicie
el proceso de alimentacion el NAc modula la actividad de sus neuronas para permitir la
activacion del HL, y esta activacion produce la conducta motora de ingesta®® 43 %051, De tal
forma que de estas evidencias de la literatura se puede esperar que durante el consumo de
un alimento palatable la mayoria de las neuronas del NAc se encuentren inhibidas mientras

que las neuronas del HL se activen.

4) La corteza orbitofrontal

LaCOF es wuna regién del lébulo frontal del cerebro relacionada con el
procesamiento cognitivo de la toma de decisiones. Lesiones de la COF produce conductas
persistentes inapropiadas a respuestas que previamente fueron recompensadas, incluso
después de un proceso de extincion o de aprendizaje de regla invertida (reversal learning)
5254 o anterior se ha visto en cualquier tipo de recompensa (monetaria, alimenticia o por
drogas) asociada a una respuesta. La COF codifica la eleccion en la toma de una decision®,
este es el papel mas importante que se le ha atribuido a la COF. En el caso de la
alimentacion se ha demostrado que codifica la expectancia por el consumo de alimentos y
la decision al elegir que recompensa obtener ** %6, en humanos se ha visto que la activacion
de esta region correlaciona con el efecto placentero que produce el comer alimentos
liquidos 7, también se ha demostrado que la actividad neuronal de la COF codifica la

viscosidad y la astringencia de algunos alimentos %8, asi como es modulada por el hambre y
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por el contenido caldrico de los mismos °* ®, en general la COF participa en la codificacion
del valor hedoénico de la recompensa, la expectancia y la toma de decisiones relacionada

con la conducta de ingesta *°.

IV. Circuito motor de la alimentacién

CMA y formacién reticular (FR)

Aunque la CMA no forma parte del sistema de recompensa, si es modulada por este
circuito **, debido a que en este proyecto registramos la actividad de esta corteza
explicaremos brevemente las generalidades de esta region y su relacion con la
alimentacion. La CMA es la Unica region cortical que puede directamente modular a las
conductas estereotipadas oro-motoras como la masticacion y el lenglieteo ®!. Esta region
proyecta directamente a la FR, en donde se encuentra el centro generador de patrones del
lenglietea®?, de esta manera puede iniciar y mantener un estado motor consecutivo . Desde
el punto de vista morfoldgico la FR esta constituida por una red neuronal que se encuentra
presente en gran parte del sistema nervioso central. Las neuronas de la FR del tronco
encefalico forma una red cuyos axones proyectan de forma rostral y caudal. Es asi como
sus proyecciones se extienden hacia el tdlamo, el hipotalamo, cerebelo y médula espinal. En
general la FR recibe una continua informacion sensorial y sensitiva tanto de nervios
craneanos como de médula espinal, luego la informacion se propaga ampliamente a
diferentes areas del sistema nervioso®. Se ha descrito que la FR participa en diferentes
funciones. Entre ellas destacan:

1) El control de la actividad de la musculatura estriada (via reticulo-espinal y reticulo-

bulbar) controla conductas motoras estereotipadas como el lengtieteo, manteniendo el tono
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de la musculatura anti-gravitatoria o regulando la musculatura respiratoria por medio del
centro respiratorio del bulbo raquideo -,

2) Control de la sensibilidad somatica y visceral, por ejemplo a través de mecanismos
de compuerta de control de la entrada del dolor 4,

3) Control del sistema nervioso autonémico como por ejemplo en la regulacion de la
presion sanguinea por activacion del centro cardiovascular 7.

4) Control del sistema endocrino ya sea directa o indirectamente via hipotalamo,
influyendo en la regulacion de la liberacion de los factores tréficos hormonales

5) Influencia sobre los relojes bioldgicos, regulando los ritmos circadianos 8.

6) Control del ciclo suefio vigilia por medio del sistema reticular activador
ascendente®®,

De la FR dos ramas del nervio hipogloso, inervan la lengua modulando el ciclo de
lenglieteo (protrusion y retraccion), el lengueteo al igual que la masticacion es ritmico y
estereotipado °, este patron ritmico del lengiieteo se origina en el centro generador de
patrones motores, las neuronas en la FR generan el lenglieteo a una frecuencia theta (4-7
Hz), de esta manera la CMA esta conectada casi directamente a los nucleos motores que
controlan el movimiento de la lengua, de tal forma que manipulaciones de la CMA afectan

el ritmo del lengiieteo "% 2,

V. Cambios neuronales que incrementan el deseo por los

alimentos

Debido a que las drogas y los alimentos pueden activar circuitos comunes de

recompensa en el cerebro, el estudio de la adiccion a drogas de abuso humano ofrece una
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ventana para el entendimiento de los circuitos neuronales que median la motivacion por
comer y cOmo este circuito puede sufrir alteraciones que den como resultado conductas
patoldgicas del apetito ™,

La regulacion del consumo de los alimentos es mucho mas compleja que el consumo
de drogas porque la ingesta de alimentos esta modulada por multiples sefiales periféricas y
centrales mientras el consumo de drogas es modulado por aspectos locales del sistema
nervioso central, sin embargo; tanto la adiccion de drogas como la adiccion por los
alimentos, activa al circuito de recompensa y a mecanismos involucrados en la toma de
decisiones 2 37 Se ha propuesto que el cerebro sufre adaptaciones que inician al
exponerse a condiciones supra fisiologicas en el sistema dopaminérgico '3, por ejemplo, al
consumir un alimento apetitoso (o una droga de abuso humano) de forma cronica termina
por reducir la expresion del receptor a dopamina D2 en el NAc y este cambio incrementa la
conducta compulsiva de alimentacion y el desarrollo de adicciones, por otro lado se ha
observado que manipulaciones de las subpoblaciones SPN D1+ y SPN D2+ del NAc,
modulan la respuesta conductual a la cocaina, lo cual sugiere que estas poblaciones
participan activamente en el desarrollo de la conducta compulsiva 2% 8 estos cambios
también estdn asociados a alteraciones en la actividad de la corteza prefrontal y
orbitofrontal, ya que el NAc recibe proyecciones de ambas cortezas ’.

En el caso de los adictos a alguna droga de abuso humano se ha observado que
presentan una hipoactividad de la COF en proporcién directa a los niveles del receptor a
dopamina D2 en el estriado, en contraste, cuando los adictos a las drogas son examinados
inmediatamente después de la administracion de cocaina o durante la ansiedad inducida por
la abstinencia a la cocaina, la COF es hipermetabdlica en proporcién a la intensidad de la

ansiedad "® . El placer per se no es suficiente para iniciar y sostener la conducta
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compulsiva, sino que la estimulacion intermitente de dopamina secundaria al uso cronico
de drogas parece alterar al circuito estriado-talamo-orbitofrontal el cual esta involucrado
en la toma de decisiones y por lo tanto se generan conducta compulsivas que terminan

incrementando el consumo de alimentos o drogas 6.

V1. Circuito del sueno

El HL también juega un papel importante en la integracion del suefio con la
alimentacion y estas funciones son mediadas via dos poblaciones neuronales
complementarias, unas expresan hipocretinas (Hcrt+) y la otra poblacién expresa la
hormona concentradora de melanina (MCH+) 8. La actividad de estos dos tipos de
neuronas es fundamental para la regulacion del suefio, la homeostasis de energia, adiccion a
sustancias de abuso, y en la alimentacion. Las hipocretinas, también conocidas como
orexinas, son neuropeptidos derivados de preprohipocretina, son producidas por células
localizadas en el HL y en el area perifornical (comprenden mas o menos el 5% de todas las
neuronas en el HL). Las Hcrt+ proyectan extensamente a gran parte del cerebro, incluyendo
estructuras del cerebro medio, estructuras que regulan el despertar como el rafe dorsal y
locus ceruleus y en menor proporcidn se extiende a regiones cerebrales asociadas a la
recompensa como son a las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral y al NAc
shell 81.82,

El sistema de hipocretinas ha sido asociado al mantenimiento y estabilidad del estado
de vigilia. Estudios electrofisiologicos han demostrado que las neuronas Hcrt+ son
silenciosas durante el suefio, estan activas principalmente durante estados de actividad o

durante transiciones de suefio a vigilia, lo cual sugiere que pueden promover el despertar
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82 Recientemente el grupo de Lecea et. al. 2009, ha demostrado que la activacion selectiva
de las neuronas Hcrt+ incrementa la probabilidad de que un ratdn transite entre un estado
de suefio a un estado de vigilia, de tal forma que la actividad de este pequefio grupo de
neuronas Hcrt+ es suficiente para llevar a un roedor de un estado de suefio a vigilia &.
Ademaés, del papel de las Hcrt+ en la estabilizacion del estado de vigilia, también se han
relacionado a la recompensa y adiccion, un ejemplo es el hecho de que a los pacientes con
narcolepsia (pacientes que tienen lesionado a las neuronas Hcrt+) son tratados con
farmacos similares a las anfetaminas, sin embargo es raro que desarrollen
farmacodependencia, infusiones intracraneoventriculares del péptido Hcrt-1 elevan el
umbral de auto estimulacion eléctrica, indicando que las neuronas Hcrt+ pueden
desensibilizar al sistema de recompensa 8.,

Interesantemente la sobre activacion de las neuronas Hcrt+ induce un estado de hiper-
excitacion (llamado en inglés craving) caracterizado por estados de ansiedad y deseo
incontrolable por drogas o alimentos® 8. También se ha demostrado que este estado es
mediado por la interaccién con vias cerebrales encargadas de regular estados de estrés, de
tal forma que la infusion de un antagonista del factor liberador de corticotropina atenta
severamente la recaida a un estado de busqueda de cocaina que previamente habia sido
extinguido ®. Observaciones adicionales han mostrado que el nimero de neuronas Hert+
activadas en el HL correlacion6 con el aumento de preferencia de lugar en el cual se les
administraba cocaina, anfetamina y alimentos altamente palatables®’. La activacion directa
de las neuronas Hcrt+ restablece la conducta de bdsqueda de drogas previamente
extinguida. Ademas del papel de las neuronas Hcrt+ en el estrés y recaida de la adiccion a
drogas, la interaccion entre neuronas Hcrt+ y neuronas dopaminérgicas localizadas en el

area tegmental ventral parece relevante para mediar la participacion de Hcrt+ en el

20



procesamiento de la recompensa, ya que la administracién directa de la hipocretina-1 en el
area ventral tegmental también reinstala la conducta de busqueda inducida por la
anfetamina®.

Por otra parte, las neuronas que expresan la hormona concentradora de melanina
(MCH+), estén selectivamente localizadas en el HL y envian proyecciones a la corteza, al
hipocampo, amigdala basolateral y al NAc. También proyectan a neuronas en el arcuato, y
a neuronas Hcrt+ en el mismo ndcleo. Registros de la actividad eléctrica de las neuronas
MCH+ a través del ciclo suefio-vigilia han demostrado que responden en forma reciproca a
las neuronas Hcrt+, especificamente las MCH+ son silenciosas durante la vigilia y disparan
poco durante el suefio de ondas lentas, y paraddjicamente su méxima frecuencia de disparo
se observa durante el suefio MOR (suefio de movimientos oculares rapidos), en contraste
las neuronas Hcrt+ aumentan su frecuencia de disparo durante periodos de actividad y
pocos segundos antes de la transicion de suefio a vigilia®. Por lo que la activacion de las
neuronas MCH+ promueve el suefio mientras que las Hcrt+ evocan el estado de alerta y
atencion 8. El sistema MCH es definido como el péptido MCH vy sus receptores MCH-1 y
MCH-2 (este ultimo no es funcional en ratas). Este sistema se ha relacionado con el
aumento de funciones cognitivas como la consolidacion de la memoria durante el suefio .
Ademas de su participacién en el aprendizaje, las neuronas MCH+ y Hcrt+ pueden también
servir como sensores metabdlicos ya que se modulan ante los distintos niveles de glucosa
periférica, por lo que pueden ser importantes para coordinar funciones metabdlicas & %,
Por ejemplo el estado de hiper-activacion es normalmente desencadenado por un periodo
prolongado de privacion de alimento. La relevancia particular de la relacion entre la
activacion locomotora y el metabolismo es el hecho de que las hipocretinas son también

sensibles a la leptina y a otras hormonas relacionadas a la alimentacion *°
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VII. EI NAc modula y es modulado por el circuito que

modula el ciclo suefo-vigilia en el HL

Las neuronas SPN del NAc shell y neuronas MCH+ desde el HL reciben proyecciones
reciprocas y participan en la codificacion de una recompensa en la alimentacion %, las
neuronas MCH+ localizadas en el HL regulan la transicion de la vigilia al suefio®?, las
neuronas SPN que proyectan del NAc al hipotalamo lateral, modulan a las neuronas
glutamatérgicas del HL que forman parte de un circuito local del hipotalamo, estas
proyecciones locales del hipotalamo hacen sinapsis en las neuronas Hcrt+ y MCH+, la
relacién entre el NAc y estas neuronas HL que participan en el suefio forman un circuito
cerrado. Finalmente las Hcrt+ mandan axones eferentes a casi todo el cerebro, pero
principalmente a las neuronas dopaminergicas del area tegmental ventral X, En resumen el
NAc shell modula al HL y al mismo tiempo integra informacion de la homeostasis interna
32 mientras que las neuronas del HL que llevan la informacion del hipotalamo al NAc
también modulan el ciclo suefio vigilia %2, estos hallazgos corroboran lo que se observa en
los experimentos clasicos, en los que se demuestra que el estado de saciedad promueve la
conducta de suefio, sin embargo el ayuno prolongado inhibe el suefio y produce la conducta
de blsqueda de alimentos®®, estos resultados proponen una relacion entre el estado
homeostatico y la motivacion por dormir o comer, el estado homeostatico produce la
motivacién por comer en el ayuno prolongado o por dormir en el estado de saciedad, justo

porque el NAc esta intimamente relacionado a ambos al circuito del suefio y al circuito

homeostatico, y al mismo tiempo es la parte central del circuito de recompensa®.

VI111.Regiones corticales y su relacion con el suefio
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En 1935, la revista Science publicd por primera vez , que el laboratorio del Dr. Loomis
habia encontrado oscilaciones a baja frecuencia durante el suefio usando un
electroencefalograma %4, este descubrimiento abrié una serie de experimentos que
comenzaron a inferir que la corteza cerebral era relevante para la modulacion de la
conducta de suefio. Por ejemplo al disecar la corteza de un hemisferio cerebral de un gato,
produjo alteraciones en la conducta del suefio durante 4 meses posteriores a la cirugia, sin
embargo estas alteraciones en la conducta desaparecieron posteriormente, y se postulé que
era porque la corteza del hemisferio opuesto logré restaurar la funcion de la corteza faltante
%, estos estudios ahora clasicos demostraron por primera vez que la corteza cerebral sin
duda juega un papel importante en el mantenimiento de la conducta de suefio.

En el caso de la COF se demostr6 que la eliminacion inespecifica de inhibiciones,
causada por la inyeccion de la toxina del tétanos en el gato, produjo un incremento en la
frecuencia de disparo de las neuronas de esta region, esta activacion altera la estructura del
suefio %. En particular, se demostrd que la inhibicion de la COF es necesaria para inducir la
conducta de suefio %. Aln mas, la privacion de suefio produce disminucion del
metabolismo de la glucosa y del flujo sanguineo en la COF, esto correlaciona con
problemas en procesos cognitivos como la percepcion e identificacion de un sabor®, lo que
indica que los periodos de suefio son necesarios para el mantenimiento de las capacidades
cognitivas moduladas por esta corteza. A diferencia de la COF, la corteza prefrontal medial
incrementa su frecuencia de disparo durante el suefio®, lo cual habla de que regiones
corticales cercanas no necesariamente presentan la misma actividad durante el suefio. Otro
ejemplo de este mismo principio se observa en la CMA. la CMA sufre cambios plasticos
asociados a un aprendizaje motor, en este sentido alteraciones en la conducta del suefio

como la apnea inhiben estos cambios plasticos, se propone que las oscilaciones provocadas

23



por la respiracion ritmica ayudan a la reparacion y adaptacion a nivel celular en la CMA®
101 En el caso de la CMA cabe resaltar que es muy importante la conducta de suefio en la
consolidacién de cambios plésticos relacionados al aprendizaje motor, pese a estos estudios
aun se desconoce como se modulan las neuronas de la CMA en animales dormidos no
anestesiados. En conclusion, diversas regiones corticales participan en la conducta de
suefio, pero aun hay mucho que dilucidar a nivel de actividad neuronal en animales que
voluntariamente van a dormir de forma natural, es decir que no son restringidos ni

anestesiados.

IX. Relacion entre el suefio y alimentacién

También es interesante que las neuronas Hcrt+ y/o MCH+ del HL pueden proveer una
relacion crucial entre el balance de energia, la motivacion y el suefio, explicando en cierta
forma por qué el suefio y el metabolismo estan intrinsecamente relacionados, por ejemplo:
la privacion de suefio altera el metabolismo y disminuye la liberacion de leptina (hormona
que incrementa el estado de saciedad y es producida por el tejido adiposo) e incrementa la
liberacion de hormonas que inducen apetito como la grelina (hormona liberada por células
del fundus del estmago que produce hambre), por lo que es bien sabido que la falta de
suefio incrementa las sefiales de hambre y suprime las sefiales de saciedad 2.  Aunque se
han desarrollado diferentes estrategias terapéuticas para curar el sobrepeso y la obesidad,
actualmente se propone que es necesario modular también los habitos del suefio en funcion

de obtener un mejor resultado en el control de la obesidad 92 103-108,

Por otra parte se sabe que manipulaciones en la ingesta de alimentos pueden alterar
patrones de suefio %1%, también se ha determinado que una mala alimentacion y una mala
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higiene de suefio podrian contribuir al desarrollo de obesidad %1% esto indica que ambas
conductas deben ser integradas y coordinadas, ya que ambas conductas compiten entre si y
generalmente no ocurren al mismo tiempo, entonces surge la siguiente pregunta ¢como y
donde se integran y coordinan en el cerebro? CoOmo ya se menciond alteraciones en una
de estas dos conductas produce cambios neuronales que modifican a la otra 9 105 108, 110 y,
estas modificaciones celulares y fisiologicas ocurren, entre otras regiones, en el NAc shell
118 En este sentido tenemos como proposito principal de esta tesis de doctorado
dilucidar como la funcién cerebral integra (relaciona) y modula selectivamente ambas
conductas a nivel de la actividad de una neurona. En primer lugar en este proyecto
caracterizamos la actividad neuronal en NAc en su porcion shell durante el suefio y la
alimentacion, también realizamos una comparacion con la actividad neuronal en HL y dos
regiones corticales (motora y orbitofrontal). Proponemos que la relacién entre suefio y
alimentacion a nivel de la actividad neuronal se da principalmente en regiones
subcorticales, mientras que las regiones corticales tendran poblaciones que se modulen

selectivamente en cada estado conductual > 1% 41,43, 46, 79,108, 114-118

Planteamiento del problema

El indice de obesidad en el mundo estd aumentando considerablemente, en México se
predice que en diez afios el 90% de la poblacion tendra obesidad '°. La obesidad ha
emergido como uno de los problemas de salud mundial concernientes a la era moderna, de
la misma manera han aumentado los requerimientos para generar terapias seguras Yy
efectivas para combatir esta pandemia global ?°. Ante tal panorama es imperativo

desarrollar estrategias terapéuticas para prevenir y tratar el problema de obesidad, sin
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embargo; para lograr este objetivo primero es necesario dilucidar el funcionamiento
fisiologico del cerebro de animales sanos que se alimentan libremente para entonces
entender las alteraciones que inducen el desarrollo de la obesidad "* 1?1, En este proyecto
partimos de la premisa que : “nuestro cerebro es quien decide qué comer, cuédnto comer y
cuando dejar de hacerlo,” de tal forma que es probable que alteraciones en los sistemas
cerebrales que modulan la alimentacion podrian producir trastornos que inducen el
sobrepeso y la obesidad, el dilucidar estas alteraciones permitird encontrar herramientas
especificas para tratar al sobre peso y la obesidad 22, Estudios epidemioldgicos han
propuesto que las alteraciones en los habitos del suefio son un factor de riesgo para comer
de mas y para desarrollar obesidad®® sugiriendo que la conducta del suefio y de la
alimentacion estan relacionadas fisiologicamente®, sin embargo se conoce muy poco
acerca de cudles son los grupos neuronales que coordinan y/o integran la conducta del
suefio y de la alimentacion. En este sentido y pese a que el suefio y la alimentacion son
conductas que no ocurren simultaneamente, de alguna manera deben ser integradas por el
sistema nervioso central, algunos trabajos proponen que estas alteraciones por cambios en
la conducta del suefio y/o alimentacion se dan en el NAc®? 103 105,108, 111-113 " narg en muy
pocos trabajos han relacionado ambas conductas en el mismo experimento, por esta razon
propusimos un protocolo en el que pudiéramos estudiar ambas conductas en el mismo
animal y en la misma sesién. Igualmente se desconoce si la actividad neuronal de regiones
corticales y subcorticales es diferente a la del NAc, lo que nos ayudara a entender de mejor
forma cémo funciona el cerebro cuando un animal transita voluntariamente entre comer o

dormir.
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Hipotesis

Basados en que el suefio y la alimentacién tienen que ser integrados, pero al mismo
tiempo coordinados para que no ocurran al mismo tiempo, nosotros hipotetizamos que
deben de existir neuronas de “convergencia” que relacionen ambas conductas y neuronas
“especializadas” que mantengan cada estado conductual por separado. Basados en estudios
electrofisiol6gicos y anatémicos, proponemos que en el NAc y el HL las sefiales de
alimentacion y del suefio convergeran en las mismas neuronas, mientras que en regiones
corticales (CMA y COF) distintos ensambles neuronales se modularan durante la

alimentacion y el suefio.

Objetivo General

Caracterizar si la actividad neuronal del NAc, HL, CMA y COF integran (o coordinan)

sefiales de las redes de alimentacion y/o del suefio.

Objetivos Especificos
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1. Demostrar usando registros electrofisiolégicos que el NAc es un nodo de

integracion de las conductas de suefio y alimentacion a nivel de actividad neuronal.

2. Asimismo, registrar la actividad neuronal en HL, CMA 'y COF durante el suefio y la

alimentacion, y comparar con los resultados en NAc.

Materiales y metodos

l. Animales:

En estos experimentos se utilizaron 50 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley con un
peso entre 300 y 350 g. Los animales se ubicaron en cajas de laboratorio estandar en
cuartos con temperatura controlada (21 = 1°C), manteniéndolos en ciclos de 12/12 horas
dia /noche (luces de 0600-1800), 23 ratas fueron utilizadas para registros

electrofisioldgicos, el resto para las caracterizaciones conductuales.
Il. Cirugia para implantar el electrodo:

En el momento de la cirugia los animales fueron anestesiados usando inyecciones

intraperitoneales de pentobarbital sédico (50mg/kg) y 0.1 ml de sulfato de atropina,
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después se les implanto unilateralmente un arreglo de electrodos mdviles, el cual consiste
de 32 electrodos (35 um de diametro) en NAc (AP = 1.5, L =+1,y DV = 6.5 mn Bregma),
HL (AP=-18,L=12DV=-8),CMA (AP=4.2,L=3,DV =25),COF (AP=3.7,L =
1.8, DV = 4.2). La localizacion de los electrodos se verificd histologicamente empleando
secciones de cerebro tefiidas con azul de cresilo (Fig. 1 panel derecho). Todos los
procedimientos fueron aprobados por el Comiteé Institucional para

el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del CINVESTAYV (protocolo # 469).

I11. Consumo ad libitum de Ensure® sabor chocolate:

Decidimos usar este alimento ya que contiene una mezcla de macronutrientes
conformada por grasa, proteinas, azucar carbohidratos, vitaminas y minerales, esto debido a
que es un alimento liquido completo que asemeja a la mayoria de las propiedades de un
alimento solido agradable al paladar 1. Todos los experimentos se llevaron a cabo
diariamente, aproximadamente al mismo tiempo (11:00 AM) en una caja de
experimentacién cerrada conocida como caja de Skinner, en un cubiculo ventilado y aislado
de sonido. Cada caja contenia un bebedero en el compartimento central, y un foto sensor
(photobeam) para medir los lengiieteos (Med Associates)!?*. Ademas, se entrenaron a los
animales a comer grandes cantidades sin privar de agua o alimento. Una semana después de
implantarles el electrodo, los animales fueron habituados a beber ensure y al menos 4
sesiones de entrenamiento fueron necesarias para este propasito.

Protocolo experimental utilizando ensure ad libitum: El acceso a los
compartimientos con ensure fue restringido por una puerta deslizante; después de 30
minutos la puerta se abre dando el libre acceso a ensure hasta el final del experimento. Es

importante resaltar que las ratas no fueron privadas ni de agua o alimento, pero fueron
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entrenadas a ingerir ensure diariamente al mismo tiempo del dia y pudieron decidir por
voluntad propia el comienzo y el término de la alimentacion. En los dias de experimentos,
la actividad neuronal fue registrada y los animales permanecieron en la caja hasta que

completaron, al menos, una comida y varios ciclos vigilia-suefio.

IV. Mediciones del comportamiento asociados con la

ingestion de ensure.

Microestructura del lengleteo: Llevamos a cabo un analisis detallado de la
microestructura del lengieteo. La conducta del lenglieteo es ritmica a 6 6 7 Hz, marcada
por pausas > 500 ms entre grupos de lengiieteos (también llamados cluster) .

Andlisis de comidas y alimentacidn: Las comidas fueron definidas por intervalos de
interlengiieteos  (IL1) mayores a 10 minutos '°. Se llam6 “comida” a un grupo de

lengiieteos con un ILI1 >10 minutos.

V. Registros electrofisiologicos:

Los procedimientos fueron basicamente los mismos descritos previamente 12,
Brevemente, la actividad eléctrica  fue registrada utilizando un arreglo de 32
microelectrodos movibles (4x8) de tungsteno usando un procesador de adquisicion
multicanal (Plexon, Dallas, TX). Sélo las neuronas individuales con potenciales de accion
con razones sefial/ruido mayores a 3:1 fueron analizadas. Los potenciales de accion fueron
aislados en linea mediante un umbral de ventanas tiempo-voltaje y utilizando templados del
analisis de componentes principales. Las espigas o potenciales de accion fueron
reordenados usando Off-line Sorter software (Plexon). Los potenciales de campo local

fueron amplificados 1000X, filtradas de 0.7-300 Hz y digitalizadas a 1kHz usando una
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tarjeta de adquisicion digital (National Instruments, Austin, TX) y un procesador de

adquisicién multineuronas (Plexon).
VI. Hipnogramas:

Utilizando la sefial filtrada a baja frecuencia de los potenciales de campo local, se
definieron tres estados de comportamiento:

(1) Vigilia; en este estado cerebral, el anlisis espectral del potencial de campo local (LFP)
se caracteriza por tener una mayor densidad de poder en la banda theta (5-9 Hz) y a
frecuencias altas como en la banda gamma (30-55 Hz). En nuestras condiciones
experimentales en este estado los animales presentaron poco 0 ningln comportamiento
exploratorio. Ademas, durante la mayoria de su tiempo de vigilia estaba de pie o0 en reposo
y algunas veces acicaldndose.

(2) suefio de ondas lentas (SWS; slow wave sleep), con frecuencias de 10-14 Hz
sobrepuestas en ondas delta (1-4Hz).

(3) Alimentacion, este estado fue obtenido directamente desde el registro de lengueteo.

Los estados de vigiliay SWS se asignaron usando los potenciales de campo local vy la
metodologia utilizada por Gervasoni'?’. En resumen esta metodologia consiste en eliminar
los segmentos con saturacién de amplitud, una ventana de desplazamiento con una
transformada de Fourier se aplicé para cada sefial del potencial de campo local, lo anterior
para calcular dos coeficientes de amplitud espectral (0.7-20/0.7-55 Hz y 0.7- 4.5/0.7-9 Hz
para coeficientes de 1y 2, respectivamente). El analisis de componentes principales (PCA)
se aplicd después a los coeficientes obtenidos de todos los canales del potencial de campo

local y el primer componente principal se utiliz6 como medida de coeficientes en general

127
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Estas medidas obtenidas para cada segundo de los datos se suavizaron ain mas con una
ventana Hanning (20 sec de longitud). Finalmente, estos dos primeros componentes de
amplitudes espectrales se graficaron uno contra el otro para construir el espacio del estado
bidimensional (2-D). En este espacio de estado 2-D, la densidad de los puntos refleja la
abundancia relativa de los diferentes estados del cerebro. Nosotros notamos que en todos
nuestros experimentos no se registraron suficientes cantidades de suefio movimientos
oculares répidos (MOR). Por lo tanto el suefio MOR no fue considerado en ninguno de

nuestros analisis.
VIIl. Neuronas relacionadas a la alimentacion:

Utilizando el criterio de Krause en el 2010, nombramos a las neuronas como inactivas y
activas durante el periodo de alimentacion. Nosotros agregamos mas propiedades a esta
clasificacion, ya que hubo una modulacién neuronal en todas las regiones registradas
durante el suefio de ondas lentas, (activas (SWS-on) e inactivas (SWS-off)). Para definir
que fueron activas o inactivas durante el lenglieteo, utilizamos como linea base desde -5 a -
2 segundos antes del inicio del lengieteo, este periodo se compar6 con los tres primeros
lenglieteos después del inicio del lenglieteo. Usando una prueba estadistica (Wicolxon
Rank-test 0<0.05) categorizamos a las neuronas como activas cuando presentaron un
incremento estadisticamente significativo respecto a la linea base, las que presentaron una
disminucion estadisticamente significativa en comparacion con la linea base se
consideraron inactivas, para este analisis consideramos “claster” aquellos grupos de
lenglieteos que tuvieron un intervalo entre lenglieteos menor a 5 segundos, con minimo 20

lenglieteos.

VII1. Neuronas moduladas por el suefio de ondas lentas:
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Para determinar si las neuronas se modulaban durante el suefio utilizamos una linea
base de -15 a -5 segundos antes del inicio del suefio de ondas lentas (determinado por el
hipnograma), este tiempo lo comparamos con los primeros 10 segundos después del inicio
del suefio de ondas lentas usando una prueba estadistica (Wicolxon signed Rank-test
a<0.05), todas las neuronas que mostraron una disminucién significativa en su frecuencia
de disparo se clasificaron como SWS-off, las que mostraron un incremento significativo se

clasificaron como SWS-on.

Resultados

I. Estados conductuales; alimentacion y ciclo de suefio-
vigilia
El protocolo experimental permitié estudiar los estados conductuales de suefio y
alimentacion en el mismo animal y en la misma sesién (Fig. 1). Después de treinta minutos
de linea base las ratas tuvieron acceso a ensure y realizaron una comida (Meal 1, lenglieteos
en rojo), posterior a este tiempo fueron a dormir (gris) y cuando las ratas decidieron,
regresaron a comer para hacer una segunda comida (Meal 2), de ésta manera las ratas
transitaron entre el estado despierto-comida (azul-rojo) y despierto-suefio (azul-gris) de

forma natural y voluntaria. Estas son transiciones voluntarias de la rata, porque las ratas no

33



estuvieron privadas de agua ni alimento, ni tuvieron ninguna restriccion fisica. La rata
asocio la caja experimental con el acceso a ensure lo cual generd expectacion por el ensure,
pero ella fue en todo momento quien decidié cuando dejar de comer, cuando dormir y
cuando regresar a comer, por lo que este protocolo conductual fue ideal para estudiar el
componente motivacional de la alimentacién y las transiciones naturales que ocurren
durante el suefio de ondas lentas.

Potencial de campo local (determinacion automatica del hipnograma)

En todas las regiones registradas (NAc, HL, CMA y COF) se observo una modulacién
similar en el potencial de campo local (LFP), durante el suefio se observaron oscilaciones
de gran amplitud a frecuencias bajas (1-4 Hz) que corresponden al suefio de ondas lentas
(ver Fig. 1 gris, inset SWS), y durante los periodos en los que la rata estaba despierta (azul)
se ve que el potencial de campo local presenta oscilaciones desincronizadas de baja
amplitud a altas frecuencias (ver Fig. 1 inset Awake), es interesante hacer notar que sin
importar la region en la que se registrd y pese a las diferencias entre regiones en la
actividad eléctrica del LFP, se pudo diferenciar cada estado conductual*?’ utilizando el LFP
de cada una de las regiones registradas, lo cual habla de una misma modulacién eléctrica

global en el cerebro caracteristica del ciclo suefio-vigilia.
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Figura 1. Representacion de los estados conductuales: alimentacion y ciclo suefio-vigilia (awake-
SWS), en orden de arriba hacia abajo, estan representadas: NAc, HL, CMA, COF, la parte superior de
esta grafica muestra que después de 30 minutos de linea base las ratas tuvieron acceso a ensure sabor
chocolate todo el tiempo de la sesion, en la parte media se muestra el hipnograma, en el que se
representan los estados conductuales que correlacionan con el potencial de campo local, en azul cuando
la rata esta despierta (awake), en rojo se muestran los lengiieteos y en gris el estado de suefio de ondas
lentas (SWS), en la parte inferior se muestra el potencial de campo local, en cada uno de los estados
conductuales, el potencial de campo local correlaciona con cada estado conductual, en rojo se muestra la
microestructura del lengieteo, los lenglieteos se agrupan en rafagas de lengieteo (cluster) a una
frecuencia theta con pequerias pausas (ICI). si el intervalo intercluster (ICI) fue mavor a 10 minutos se



II. Macro estructura de la alimentacion

Como ya se menciond la sesion experimental también incluye periodos donde la rata
lenglietea por ensure (Fig. 1, rojo), la conducta del lengleteo es estereotipada, ritmica a una
frecuencia theta, y genera una serie de grupos pequefios del lengiieteos continuos separados
por pequefias pausas (cldster)’™, cuando el intervalo entre lengiieteos es mayor a 10 minutos
se consideran comidas completas!®. En todas las sesiones la primer comida fue mayor a la
segunda, esto puede deberse a que la segunda comida representa un estado conductual

diferente®®.

I11. Microestructura del lengieteo

Las ratas lenglietean ritmicamente a una frecuencia theta cuando consumen alimentos
palatables como el ensure 28, en experimentos anteriores (datos no mostrados), nosotros
demostramos que el ensure es un alimento mas palatable incluso en comparacion con altas
concentraciones de sacarosa. En estos experimentos las ratas lenguietearon con un intervalo
promedio entre lenglieteos de 165 ms (Fig. 2, pico de la distribucion de ILI, linea roja) lo
que corresponde a una frecuencia de ~6 Hz (1s/165ms; Figura 2), la microestructura del
lengiieteo muestra el indice de palatabilidad de los estimulos dados 1°. Por ejemplo para un

alimento palatable las ratas lengiietean mas tiempo con menos pausas, menor numero de
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grupos del lengieteo y con mas lenglieteos por grupo, sin embargo para un estimulo
aversivo la rata lengietea menos tiempo, hace mas pausas y por lo tanto hace menos
lenglieteos por grupo. En estos experimentos el ritmo del lenglieteo por ensure es similar al
consumo de agua 0 sacarosa, pero los grupos de lengiieteo fueron mas largos que los
observados por sacarosa lo que indica que el ensure es un estimulo gustativo altamente

palatable.
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Figura 2.Distribuciéon normalizada del Intervalo entre lengiieteos (ILI) (linea roja), la linea negra muestra
la funcién de densidad acumulada para los lengiieteos de toda la sesién.

IVV. Electrofisiologia e histologia

Se registraron 264 neuronas en NAc, 84 en HL, 433 en CMA y 328 en COF. La Figura
3 muestra la localizacion de los electrodos en las diferentes regiones despues del analisis

histologico. Las areas corticales estan muy cerca, separadas sélo por algunos milimetros.
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Figura 3. Se muestran los cortes histoldgicos de cada regién, A) NAc: también muestra el arreglo de
electrodos putativamente implantados, B) HL, C) CMA, D) COF.

V. Modulacion de Ila actividad neuronal durante Ila

alimentacion

a) NAc: encontramos que la proporcion de neuronas moduladas por la alimentacion
fue del 47%, esta proporcion fue dividida en dos formas de modulacién, las que se
activan (11%, 30/264) y las que se inactivan (36%, 94/264, Fig. 8A recuadro rojo)
durante el lenglieteo de ensure, utilizamos estos términos porque intuitivamente dan
a conocer el tipo de modulacién que sufren durante la alimentacién, una prueba de
chi square encontro que las neuronas inactivas fueron significativamente maés
frecuentes que las neuronas activas [Chi-square =33.03 p<0.001]. La Figura 4
muestra el raster plot de una neurona que se activa y otra que se inactiva durante el

lenglieteo con ensure, en el panel A (superior) se representa una grafica tipo raster,
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y un histograma peri-estimulo (inferior), cada marca negra representa un potencial
de accion, mientras que cada marca roja representa un lengleteo, tenemos entonces
representados los potenciales de accion y su relacion con el lengieteo (en funcion
ensayos, tiempo), el tiempo cero significa cada inicio de una rafaga de lengleteos
(CS, cluster start) a la izquierda, a la derecha el término de una rafaga de lenglieteos
(CE, cluster end). En la parte inferior del panel A, se observa el histograma de los
potenciales de accion (marcas negras en el raster), es muy notorio que la neurona
aqui representada se inactiva durante el periodo de alimentacién. Neuronas como
ésta representan el 36% (94/264) de las neuronas registradas en el NAc shell. En el
panel B se muestra una neurona que se inactiva durante el periodo de alimentacion,
neuronas como esta representan el 21% (30/264) de todas las neuronas registradas
en el NAc. El resto de las neuronas registradas no se modul6 con la conducta de

ingesta.
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Figura 4 Ejemplos representativos de neuronas en NAc, en el panel A se muestra una neurona que
se inactiva durante la alimentacidon, con su forma de potencial de accién (putativa a neurona espinosa
mediana), en el panel B se muestra una neurona que se activa durante la alimentacion (putativa
interneurona de disparo rapido), ambas graficas estan alineadas al inicio de la alimentacion (izquierda,
CS) y al término de la alimentacion (derecha, CE), las graficas superiores en cada panel muestran el
raster plot de actividad neuronal (marcas negras) y el lengiieteo (marcas rojas), las gréaficas inferiores
muestran el histograma peri estimulo, es un histograma de la actividad neuronal mostrada en el raster
plot.

b) HL: Contrario a lo que se esperaria de acuerdo a la bibliografia, al igual que en el
NAC encontramos una mayor proporcion de neuronas que se inactivaron (43.9%,
37/84, Fig. 8B recuadro rojo) en comparacién con neuronas activas (9.2%, 8/84).
Basados en la idea de que las neuronas SPN del NAc inhiben en todo momento al
HL 3234 51 y ya que el NAc se inhibié mayoritariamente durante la ingesta de
ensure, entonces era de esperarse encontrar que en el HL se observard mayor

excitacion que inhibicion. Sin embargo, nuestros resultados no confirmaron esta

prediccidn (ver Introduccién y Discusion).
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c) CMA: Esta corteza presentd una mayor proporcion de neuronas activas durante la
conducta de alimentacion (24.1% 105/433, Fig. 8C recuadro rojo), en comparacion
con la proporcion de neuronas que se inactivaron (19.5% 75/433), en la Figura 5
mostramos un ejemplo de neuronas que se activan y se inactivan durante la
alimentacion en esta corteza, en el panel A se muestra una neurona de CMA, que se
inactivé durante el consumo. En la parte superior de éste panel, se muestra la gréfica
tipo raster, en negro las marcas de potencial de accion y en rojo los lengleteos, a la
derecha se alinearon al inicio del lengueteo (CS) y a la derecha al final (CE), en la
parte inferior del panel A se muestra el histograma peri-estimulo de los potenciales
de accion, claramente se ve que la frecuencia de disparo disminuye durante la

ingesta de ensure.
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Fig. 5. Ejemplo de neuronas que se modulan en la alimentacion en CMA, el panel A muestra una
neurona que se inactiva en la alimentacion, el panel B muestra una neurona que se activa durante la
alimentacion, ambas graficas estan alineadas al inicio de la alimentacion (izquierda, CS) y al término de la
alimentacion (derecha, CE), las graficas superiores en cada panel muestran el raster plot de actividad
neuronal (marcas negras) y el lenglieteo (marcas rojas), las graficas inferiores muestran el histograma peri
estimulo, es un histograma de la actividad neuronal mostrada en el raster plot, las lineas verticales muestran
los cambios inhibitorios v las roias los cambios excitatorios

41



d) COF: A diferencia de la CMA, la COF mostr6 mayor inhibicion durante la
alimentacion, 33.4% (110/328) de inactivacion contra 6.9% (23/328) de neuronas
que se activaron (Fig. 8D el recuadro rojo muestra la proporcion de inactivacion), es
interesante que pese a que la COF anatbmicamente estéd localizada muy cerca de la
CMA, separada por tan solo 2-3 mm (Fig. 3) la actividad neuronal durante la
alimentacion sea tan diferente, este resultado sugiere que estas dos regiones
corticales desempefian funciones diferentes durante la alimentacion y demuestran
que la actividad cortical es dindmica, dado que cada regién cortical tiene circuitos
especificos que se modulan para propoésitos especificos, es decir, la inhibicién en
una region cerebral, podria tener un significado fisiolégicamente diferente a la

inhibicion en otra region cortical.

VI. Actividad de sobrelape durante la alimentacion y el

suefo de ondas lentas

Entiéndase a la actividad de sobrelape, como la actividad de convergencia e
integracion en la que la misma poblacién neuronal es modulada en ambas conductas. A
parte de la clasificacion ya mencionada como activas e inactivas durante la
alimentacion, en el caso del suefio y para poder clasificar la actividad neuronal,
Ilamamos SWS-off (neuronas que se apagan durante el suefio) a las neuronas que
disminuyeron su frecuencia de disparo durante el suefio y SWS-on (encendidas durante
el suefo) a las que lo incrementan, utilizamos “Only” para clasificar a las neuronas que
solo se modularon en el suefio o en la alimentacién en forma especifica. La Tabla 1

muestra las diferentes posibilidades de clasificacion de la actividad neuronal.
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Clasificacion

Alimentacion

Sueno de ondas lentas

Inactive/SWS-on Inactivas Activas
Inactive/SWS-off Inactivas Inactivas
Inactive only Inactivas Sin modulacion
Active/SWS-on Activas Activas
Active/SWS-off Activas Inactivas
Active only Activas Sin modulacion
SWS on-only Sin modulacién Activas
SWS off-only Sin modulacion Inactivas

Tabla 1. Subcategorias de modulacién neuronal durante la alimentacion y el suefio de ondas
lentas, las clasificaciones en gris representan la actividad de sobrelape, esta clasificacion se
utilizé para todas las regiones registradas.

La Figura 6 muestra una neurona de NAc que se modula en ambos estados

conductuales. Esta es una tipica neurona de convergencia entre el suefio y alimentacion,

en el panel A se muestra como es modulada por la alimentacion, la grafica esta dividida

en tres partes, la parte superior muestra la frecuencia de lengleteos, al inicio (CS) y al

final (CE), en la parte media se muestra la gréfica tipo raster, las marcas negras

corresponden a potenciales de accion y las marcas rojas muestran cada lengueteo, en la

parte inferior se muestra el histograma peri-estimulos, alineado al inicio del lengiieteo

43




(CS) y al final (CE). En el panel B se muestran también tres partes (de arriba hacia
abajo), en la primer parte se muestra un espectrograma de poder, en el que se define
usando la actividad del potencial de campo local, el momento en el que la rata inicio el
periodo de suefio de ondas lentas, la parte media muestra la gréafica tipo raster, en negro
se muestran los potenciales de accion y en la parte inferior el histograma peri-estimulo
de estos potenciales de accion, estas graficas estan alineadas a todos los momentos en
los que la rata transitd entre el estado despierto y suefio de ondas lentas a la izquierda

(QW->SWS; quite awake > slow wave sleep) y al momento en el que transitd de estar
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Figura 6. Neurona en NAc que es modulada inactivdndose en ambos estados conductuales, en el panel A se muestra
el raster plot y el histograma peri estimulo durante la alimentacidn, en el panel B se muestra el raster plot y el histograma
peri estimulo en el periodo de suefio de ondas lentas, en la parte superior de cada panel se muestra en el panel A la tasa de
lengiieteos en rojo y en el panel B el espectrograma para determinar con la actividad eléctrica del potencial de campo local
el momento en el que la rata inicio (QW->SWS) o termino (SWS->QW) el estado de suefio de ondas lentas.

a) Actividad poblacional del NAc: asi como encontramos neuronas que se modulan
activandose e inactivandose durante la alimentacion, tenemos una proporcion de
neuronas que se modularon también en el suefio (Fig. 8A recuadro gris), algunas de
estas neuronas se modularon en ambos estados conductuales (convergencia en el

suefio y la alimentacion), la proporcion de neuronas de convergencia fue de 28%
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b)

(Fig. 6, Fig. 8 A recuadro negro), la proporcion de neuronas que se inactivaron en
ambos estados (inactive/SWS-off) fue de 14%(39/264), las que se inactivaron en la
alimentacion y se activaron en el suefio (inactive/SWS-on) fueron el 9%(24/264),
las que se activaron en la alimentacion y se inactivaron en el suefio (active/SWS-
off) representaron el 3%(9/264), finalmente las que se activaron en ambos estados
conductuales (active/SWS-on) fueron el 2%(6/264). Las neuronas que sélo se
modularon en el suefio representaron el 24% (63/264), de estas se inactivaron
40/264 (15%) (Figura 8A recuadro gris) y fue menor la activacion con un
99%(23/264). Estos resultados revelaron que el NAc tiene una gran proporcion de
neuronas que se modularon en ambos estados, es decir las poblaciones neuronales
que integran (comparten modulacién) y relacionan ambas conductas a nivel de
actividad neuronal unitaria. El tener poblaciones que comparten modulacion en
ambos estados, aunque el suefio y la alimentacion no ocurran al mismo tiempo
implica que si estas poblaciones sufren adaptaciones moleculares, celulares o
fisioldgicas puedan afectar a cualquiera de las conductas con las que se modulan,
por lo que se puede hablar de integracion de la informacién en la misma poblacion
92, 93, 103-113_

HL: en esta region encontramos una mayor proporcion de neuronas que tuvieron
sobrelape de actividad (31.9%; ver Figura 8B recuadros negros) en comparacion
con el NAc (24%; ver Figura 8A recuadros negros). Es importante remarcar la gran
proporcion de neuronas inactivas en HL, las cuales se modularon en ambos estados
conductuales 24.9%(21/84; ver Figura 8B recuadros negros), mientras la activacion
corresponde a una proporcion de tan solo el 7% (6/84 ver Figura 8B porcién inferior

de ambos recuadros negros). Finalmente el 30%(26/84 only SWS Fig. 8B) se
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inactivo exclusivamente durante el suefio de ondas lentas contra el 3.5%(3/84 (Fig.
8B recuadro gris) de neuronas que se activaron, entre ambas poblaciones hay
diferencias significativas [Chi-square, p<0.001]. Es notorio que tanto en el suefio
como en la alimentacién encontramos mayor inhibiciéon (Fig. 8B recuadros rojo
(alimentacién) y gris (suefio)).

CMA: a diferencia de las regiones subcorticales registradas en este proyecto, la
CMA presentd muy poca actividad de sobrelape (11.4%, Fig.8C recuadros negros)
de la cual el 5.9%(26/433) representa inactivacion y el 5.7%(25/433) activacion,
como era de esperarse ya que la CMA es una region efectora del movimiento
lingual, las poblaciones en CMA no integran ambos estados conductuales, sino que
esta region tiene poblaciones neuronales con actividad evocada especializada a cada
estado conductual. En el caso de la modulacion en el suefio de ondas lentas (SWS)
el 16%(73/433; Only SWS ver Fig. 8C recuadro gris y SWS-on only) fueron
moduladas so6lo por el suefio de ondas lentas, sin embargo cabe destacar que en esta
modulacién significativamente prevalecio la inhibicion (12%,52/433 vs activacion
4.8%,21/433) [Chi-square=35.34, p<0.05]. La Figura 7 muestra dos neuronas, una
que se activa (A) y otra que se inactiva (B) pero que no son moduladas durante el

suefio de ondas lentas.
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Fig. 7. Representacion de dos neuronas de CMA que se modulan selectivamente durante la
alimentacion y no durante el suefio de ondas lentas. Uno se inactiva (A) y la otra se activa durante la
alimentacion, puede apreciarse que durante el suefio de ondas lentas no se modula (no modulated),
notese que son las mismas neuronas representadas en la figura 8

d) COF: la COF present6 menor actividad de sobrelape que todas las demas regiones
registradas (7.8%, Fig.8D recuadros negros), y al igual que la CMA la proporcién de
neuronas que se modularon s6lo por el suefio fue en su mayoria inactivas
(19.2%,63/328, Fig. 8D recuadro gris). La COF difirié significativamente de la CMA,

en que esta presentd mayor inactivacion neuronal, mientras que la CMA mostré mas
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activacion durante el consumo de ensure [Chi-square test=31.05, p<0.05] (2.1%,7/328;
ver Figura 8C y D en los recuadros rojos). En general se puede observar que las
regiones corticales no compartieron modulacion durante el suefio y la alimentacion,
sino que presentaron poblaciones que modularon su frecuencia de disparo de forma
especifica para cada estado conductual, sin embargo es muy claro que las regiones
subcorticales si integraron sefiales provenientes de los circuitos que modulan ambos
estados conductuales. En la Figura 8 (NAc, HL, CMA y COF respectivamente), se
muestra un histograma de la frecuencia de disparo normalizada (z-score) durante la
alimentacion y el suefio de ondas lentas, la actividad de todas las neuronas estan
ordenadas en subcategorias de modulacion (como se explica en la Tabla 1). La Tabla 2
y 3, muestra un resumen de la comparacion estadistica de proporciones (Chi-square
test). La Tabla 2 muestra el resumen de la comparacion de todas las regiones utilizando
la subcategoria de clasificacidn sin convergencia o sobrelape, y en la Tabla 3 se muestra
la comparacion respecto a la actividad de convergencia en todas las regiones, en
negritas se resaltan las poblaciones que fueron significativamente diferentes a las demas
poblaciones. Es claro que el mayor sobrelape de actividad se observo en las regiones
subcorticales, tanto en el NAc como en el HL y en COF presentaron mayor inhibicion
que activacion durante la alimentacion (Fig. 8A,B,C recuadros rojos), mientras que la
CMA tuvo mayor excitacion durante la alimentacion (Fig. 8D recuadro rojo), sin
embargo en todas las regiones registradas presentaron mayor inhibicion durante el
suefio de ondas lentas y muy poca activacion (Fig. 8A,B,C y D recuadros grises), esto
sugiere que el estado cerebral del suefio probablemente consista de una inhibicion
generalizada del cerebro y en el estado de alimentacion cada ndcleo responda en

funcién de los circuitos locales de forma mas heterogénea y compleja.
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Figura 8. Actividad poblacional de neuronas en NAc (A), HL (B), CMA (C), COF (D), en estas
graficas se muestra la frecuencia de disparo (normalizada a Z-score) de las neuronas que se modularon
significativamente durante la alimentacién, alineadas al inicio de la alimentacion (CS) y a la
terminacion (CE), asi como al inicio del suefio de ondas lentas (QW->SWS) y a la finalizacién (SWS-
>QW), todas las neuronas fueron clasificadas segun su actividad en ambos estados conductuales (tabla
1), en el recuadro negro se resalta la proporcion de “neuronas de convergencia” en cada region, en
rojo la proporcion de “neuronas especializadas” moduladas por la ingesta en cada region (NAc, HL,
COF = inactivadas, en CMA = activadas), en gris se muestra la proporcion de “neuronas
especializadas” al suefio en todas las regiones registradas.
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Tabla 2. Comparacidon estadistica de las proporciones en cada regidon registrada usando la
clasificacion en funcién de su actividad de sobrelape (**Chi-square, p<0,05)

mOFC ALM LHa NAc
Response type n=328 n=433 n=84 n=264
Neurons modulated by feeding and SWS
*
| *
I * 1
[ *
] 1
Inactive / SWS -off 51328 (15%) 18/433 (4.1%) 20/84 (23.8%) # 30/264(14%)
*
:_% Inactive / SWS -on 9/328 (2.7%) 8/433 (1.84%) 1/84 (1.1%) 24/264(9%)
9
O | Active /SWS -off 11/328 (3.3%) 10/433 (2.3%) 5/84 (5.9%) 9/264(13%) |#|#
*
I 1
Active /SWS-on 1/328 (0.3%) 15/433 (3.4%) 1/84 (1.1%) 6/264(2%)

Tabla 3. Comparacion estadistica de las proporciones en cada region registrada usando la
clasificacion en funcion de su actividad selectiva (**Chi-square test, p<0,05)

mOFC ALM LHa NAc
Response type n=328 n=433 n=84 n=264

Neurons selectively modulated by feeding

*

- ! * 1 |
Inactive  only 96/328 (29.2%)%# 59/433 (13.6%) 16/84 (19%) # 31/264(13%) #
Active only 11/328 (3.3%) 80/433 (18.4%) * 2184 (2.2%) 15/264(6%)

8
i)
= Neurons selectively modulated by SWS
o
pd
SWS off-only 63/328 (19.2%)# 52/433 (12%) # 26/84 (30.9%)#* 40/264(15%) #
*
I 1
| SWS on-only 7/328 (2.1%) 21/433 (4.8%) 3/84 (3.5%) 23/264(9%)
40
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Figura 9: Proporciéon de neuronas de convergencia (negro), especializadas al suefio (gris) y a la
alimentacion (rojo).
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Discusion

En esta tesis reportamos por primera vez la existencia de “neuronas de
convergencia” y “neuronas especializadas” para el suefio y la alimentacion. En particular
encontramos que las neuronas de convergencia se encuentran de forma predominante en
regiones subcorticales principalmente en el HL seguido del NAc Shell (ver Figura 9 barras
negras), mientras que las cortezas registradas mostraron la menor proporcién de estas
neuronas (ver Figura 9 barras negras, CAM y OFC). Finalmente, encontramos que las
“neuronas especializadas” para la alimentacion se encuentran principalmente en regiones
corticales CMA y COF (Figura 9 barras rojas), mientras que las “neuronas especializadas”
al suefio fueron encontradas en proporciones similares en las 4 regiones del cerebro, aunque
fueron més en el HL (Figura 9 barras grises) y en menor grado en CMA. Estos resultados
abren la posibilidad de explicar por qué el suefio y la alimentacion a pesar de que no
ocurren al mismo tiempo ambos estados estan relacionados, incluso a nivel de actividad
unitaria. Lo que podria ayudarnos en un futuro a desarrollar nuevas terapias farmacoldgicas

que reduzcan selectivamente el apetito sin afectar al suefio.

Finalmente, también encontramos que el patron de modulacion méas comun durante
el suefio fue el de inhibicion, en las cuatro regiones del cerebro, lo que indica que es un
estado cerebral aparentemente homogéneo a través del cerebro. Por otra parte el estado de
la alimentacion es mas complejo y moduld a cada region del cerebro de forma mas
especifica. Por ejemplo, la gran mayoria de las neuronas del NAc, el HL y de la COF
mostraron actividad anticipatoria antes o inhibicion durante del periodo de alimentacion,
mientras que la corteza motora, CMA, fue la Unica region que mostro principalmente
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activacion durante la alimentacion (ver Fig. 8). Quiza esta actividad se deba a que la CMA
controla el movimiento de la lengua, lo cual concuerda con la activacion observada en este

proyecto.

De acuerdo a lo esperado basados en los trabajos de Howard Fields, nuestros
resultados confirmaron que una gran cantidad de neuronas del NAc se inactivaron durante
la alimentacion, pero demostraron por primera vez que una gran proporcion de las
neuronas que se modularon con la alimentacion también se modularon durante el suefio
(“neuronas de convergencia”). Basados en este resultado proponemos en esta tesis que el
NAc es un nodo de integracion de informacion de las redes neuronales que modulan el
suefio y la alimentacion. Este es un resultado inesperado ya que a pesar de que existe una
gran evidencia de que el NAc es importante para la alimentacion existen muy pocos
trabajos que relacionen al NAc con el suefio.

En verdad anteriormente se habia demostrado que la inactivacion farmacoldgica de
este nicleo hace que los animales saciados se alimenten de mas ** 4, lo que concuerda con
nuestros resultados, sin embargo la hipétesis de compuerta (ver introduccion) también
propone que la inhibicion del NAc deberia de activar al HL?’, generando un circuito que
sirve de compuerta para la alimentacion, esto esta basado en que el NAc y el HL proyectan
y se modulan reciprocamente®'. Nuestros datos no confirmaron esta prediccion pues
durante la alimentacion la mayoria de las neuronas del HL se inhibieron lo que sugiere que
la comunicacion NAc-HL no parece estar mediada por un es un circuito simple (o lineal),
dado que el HL también se inhibe durante el estado de alimentacion. Es probable que el
circuito que estamos registrando sea un circuito local y su inactivacion generara la

activacion de otra parte del HL (la cual no registramos) y que en teoria propiciaria el
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consumo de alimentos. También es posible que las neuronas que estamos registrando no
sean las que son moduladas por las proyecciones que vienen del NAc, y tal vez sean
interneuronas del HL que modulan circuitos locales independientes del circuito NAc-HL.
Aunque esta posibilidad es poco probable ya que los electrodos fueron implantados
precisamente en la region que anatomicamente se ha demostrado que envia axones
directamente al HL %',

Por otro lado la discrepancia entre nuestros registros y lo esperado por la
bibliografia, denota el hecho de que hay diferencias entre lo propuesto utilizando técnicas
de biologia celular y anatomia para determinar circuitos®’ y la fisiologia funcional. Por esta
razén es importante determinar si los circuitos propuestos son fisiolégicamente relevantes.
De cualquier forma nuestros resultados indican que la inactivacién neuronal en HL
normalmente ocurre durante ambos estados conductuales y por tanto el HL debe de ser al
igual que el NAc un nodo integrador de las redes neuronales del suefio y de la alimentacion.

El HL recibe informacion del estado homeostatico de las neuronas del arcuato *?,
pero también recibe proyecciones del NAc las cuales se piensa son importantes para
generar la alimentacion®* 4. En relacion al circuito del suefio; las neuronas que modulan el
suefio y la alimentacién como las Hert+ y las MCH+ también estdn modulando al sistema
de recompensa y al NAc. A pesar de que en este momento no es posible entender la
relacién causal que la inactivacion del HL pudiera jugar tanto en el suefio como en la
alimentacion, nuestros correlatos neuronales sugieren que esta inactivacion podria tener un
papel importante para integrar informacién de ambos estados. Finalmente, es interesante
remarcar que el HL fue la region registrada con la mayor proporcién de “neuronas
especializadas” para el suefio, lo que concuerda con el papel fundamental que se le ha

atribuido en la regulacion de esta conducta®.
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Es importante resaltar que una desventaja del registro extracelular es que no puede
determinar con 100% de certeza qué tipo de neuronas esta registrando, sélo se podria hacer
una clasificacion putativa, sin embargo; seria ideal confirmar en un futuro con técnicas de
biologia celular y molecular qué neuronas estamos registrando. Por ejemplo, estudios
futuros usando la técnica llamada “optogenetic tagging” o marcaje optogenético de
distintos tipos celulares en combinacion con nuestros registros multielectrodo podrian
ayudarnos a identificar si las neuronas Hcrt+ o MCH+ del HL estan siendo inactivas o

activas durante la alimentacion y el suefio.

Comparando la actividad de estas regiones subcorticales con las regiones corticales
registradas, es claro que en la corteza cerebral hay pocas neuronas de convergencia 'y mas
neuronas especializadas para cada conducta (en especial neuronas relacionadas a la
alimentacion ver Figura 9), en CMA hay una gran proporcién de neuronas que se activan
durante la alimentacién y no se modulan en el suefio de ondas lentas, en COF hay una gran
proporcién de neuronas que se inactivan durante la alimentacion sin modularse en el suefio
de ondas lentas. Adicionalmente la modulacion neuronal en la corteza durante la
alimentacion es opuesta en ambas cortezas, pese a que estas cortezas son muy cercanas y
estan separadas por algunos milimetros, no obstante la dindmica de actividad neuronal es
diferente. Aunque de alguna forma es esperado que la CMA tenga poblaciones selectivas a
los procesos motores de la alimentacion, ya que la inactivacion de esta region produce que
el lengiieteo no se pueda llevar a cabo en ratones 72, Sin embargo, en la COF no se habia
determinado si habia poblaciones que compartieran modulaciéon en ambos estados
conductuales, aungue si se habia propuesto que la COF se modulaba con el suefio de ondas

lentas %, es muy interesante que exista modulacion especializada de las cortezas en ambos
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estados conductuales, cuando la rata transita a un estado conductual de suefio o
alimentacion la actividad neuronal de cada corteza mantiene una conducta especifica.
También resulta interesante que la modulacion cortical durante el suefio de ondas lentas sea
similar para ambas cortezas, es decir en el caso del suefio se produce una inhibicion
generalizada de las regiones corticales e incluso de las regiones subcorticales en las que
también hubo mayor inhibicion. Otro aspecto que llama la atencidn es que ambas cortezas
se modularon de forma similar durante el suefio de ondas lentas, e incluso las regiones
subcorticales también presentaron mayor inhibicion, por lo que es probable que el estado de
suefio sea un estado cerebral generalizado homogéneo, cabe destacar que el HL fue
significativamente diferente a las demas regiones durante el suefio de ondas lentas, esto es

de esperarse ya que el hipotalamo lateral es parte del circuito suefio-vigilia*.

Como era de esperarse la corteza motora tiene neuronas que se activan
especificamente durante la conducta motora de alimentacién. La CMA es la Unica region
del cerebro que proyecta directamente a centros reguladores de conductas motoras'?, mas
aun se sabe que la corteza motora anterolateral proyecta casi directamente a nervios
periféricos que modulan la conducta del lenglieteo, de alli que esperdbamos una pequefia
proporcién de neuronas que tuvieran convergencia (Tabla 2), esta corteza presenta una gran
proporcion de “neuronas especializadas” en el movimiento lingual y en menor grado en el
suefio, para comprobar si esta especializacion era propia de la corteza motora, registramos
la actividad neuronal en la COF, de la cual se ha descrito que se modula tanto en el suefio
como en la alimentacion. Pese a que esta corteza participa en el circuito de recompensa®?,
en la toma de decisiones y en la expectancia por un alimento®, la COF también present6

una pequefia proporcion de neuronas de convergencia y una mayor proporcién de neuronas
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especializadas para el suefio y la alimentacidn, por lo que sugerimos por primera vez que la
especializacion de las neuronas corticales parece ser una propiedad cortical que

probablemente se mantiene de una conducta u otra.

Conclusion

Creemos que el descubrimiento de las “neuronas de convergencia y especializadas”
descritas por primera vez en esta tesis, abre la posibilidad de en un futuro desarrollar
mejores tratamientos farmacoldgicos que actien de forma especifica en estas neuronas para
disminuir el apetito sin producir efectos secundarios indeseados en el suefio, como lo es el
insomnio. Asimismo resalta la importancia de consideran a la higiene del suefio como una

variable mas que se debe de controlar para combatir la epidemia actual de obesidad.
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Introduccion (segundo proyecto)

En el proyecto 1 de esta tesis demostramos que hay un grupo de neuronas en el NAc
que se modula con el consumo de ensure, unas neuronas que se activan y otras que se
inactivan en esta parte nos preguntamos pero ;qué modula la actividad neuronal del NAc?
el componente heddnico o el motor.

El NAc es un nodo integrador de funciones cerebrales, integra circuitos de enlace
cortical asi como subcorticales, algunos de estos circuitos procesan aspectos sensoriales de
los alimentos, otros son sistemas efectores conductuales que modulan los elementos
motores de la alimentacion® 334143, En relacion a la organizacion funcional de las neuronas
del NAc se han propuesto dos teorias generales acerca de la integracion de sefiales de las

redes de alimentacion:

A) Neuronas aferentes que modulan patrones motores de alimentacién, expresan
GABA e influyen directamente sobre el HL

En la década de los 80°s se propuso que el NAc esta estrechamente relacionado a
regiones del sistema nervioso que modulan la conducta motora voluntaria, se propuso que
el NAc traduce sensaciones y emociones en respuestas motoras 3.

En relacion a la alimentacion, el grupo de Howard Fields en el 2010 (Krause et. al.
2010), propuso que el NAc modula la conducta motora de alimentacion (lengleteo), ellos
encontraron dos tipos de respuestas neuronales, unas neuronas incrementan su frecuencia
de disparo (tipo 2) y otras lo disminuyen (tipo 1) durante el consumo de sacarosa, ellos
demostraron que las neuronas tipo 1 son necesarias para que se genere la conducta del
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lengiieteo, estas neuronas al ser inactivadas sirven como una “compuerta” de entrada para
que la conducta motora de ingesta ocurra, cuando estimulan eléctricamente al NAc, el
lenglieteo se detiene o simplemente no se puede llevar a cabo. En estudios previos se
encontrd que la inhibicion farmacoldgica (con Muscimol agonista de los receptores tipo
GABA A) de las neuronas en el NAc incrementa en una manera dosis dependiente la
conducta de ingesta, en animales saciados 3. Lo que indica que al inhibir la actividad de
este ndcleo se incrementa el consumo de alimentos, mientras que al activarlo
(artificialmente con estimulacion eléctrica) se inhibe la alimentacion.

Lo anterior explica porque el circuito aferente del NAc shell estd organizado para
modular sistemas motores en dos distintas vias:

Primero el NAc Shell envia proyecciones al palido ventral 32 44 4 estas conexiones
transmiten informacion desde el accumbens a aferencias talamo-corticales que
eventualmente inciden sobre sistemas motores voluntarios, se ha postulado que estas
proyecciones son inhibitorias, son neuronas SPN que expresan el receptor a dopamina D1y
son activadas durante el lengiieteo (tipo 2 de acuerdo a la clasificacion de Krause)*®, esta
activacion en principio generaria una desinhibicion de la inhibicion que va desde el palido
ventral hacia el HL, esto produce la activacion del HL y permite la conducta del lengiieteo
27.

Segundo el NAc proyecta directamente al HL, estas proyecciones son inhibitorias,
algunos han postulado que estas proyecciones son de neuronas SPN que expresan el
receptor a dopamina D2 2, estas neuronas se inactivan durante el lengiieteo (probablemente
las neuronas tipo 2 descritas por Krause) %8, la inactivacion de estas neuronas resultaria en

la modulacion del HL lo cual generaria la conducta del lengueteo.
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Lo anterior sustenta la posibilidad de que estas eferencias del NAc estén estrechamente

relacionadas a la parte motora de la conducta de alimentacion 33435051,

B) Neuronas que median el impacto hedonico de los alimentos altamente

palatables (azUcar/grasa):

Por otra parte el grupo de Regina Carelli y Roitman han propuesto que en el NAc hay
neuronas que de forma innata pueden ser moduladas por el valor heddnico de estimulos
gustativos 3, especificamente ellos proponen que los alimentos palatables (aceptables) o
aversivos modulan diferencialmente la actividad de las neuronas en el NAc, es decir, una
misma neurona puede incrementar su frecuencia de disparo cuando la rata recibe sacarosa y
disminuirla cuando recibe quinina, de tal forma que se propone que el NAc modula su
actividad neuronal de forma innata en funcién al valor hedénico de los estimulos
gustativos?® 4 139133 sin embargo como mencionamos anteriormente otros trabajos han
demostrado que la modulacion neuronal de este nicleo estd relacionada a los aspectos
motores de la alimentacion®, incluso se sabe y se propone que las ratas tienen diferencias
oro-motoras cuando reciben un alimento palatable y uno aversivo'®> 13 por lo que es
probable que las diferencias en la actividad neuronal se deban a aspectos motores y no al
valor heddnico de los estimulos gustativos “6. La segunda parte de este proyecto de
doctorado, trata precisamente sobre la integracion de sefiales pero ahora sensoriales de los
alimentos por neuronas del NAc, por tal motivo nos dimos a la tarea de disefiar una
novedosa tarea conductual que nos permitiera medir el valor heddnico de estimulos
gustativos para abordar esta pregunta 34, En esta tesis proponemos que la actividad
neuronal del NAc durante el consumo de alimentos es modulada principalmente por el

componente motor de la alimentacion.
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Planteamiento del problema

¢ Cudl elemento de la conducta de ingesta modula la actividad neuronal del NAc?

Cuando los mamiferos consumen un alimento aceptable como la sacarosa, dan una
respuesta motora estereotipada (licking), caracterizada por la protrusion de la lengua y el
movimiento de consumo por los masculos masticatorios, sin embargo; cuando reciben un
alimento aversivo tienen una conducta motora de rechazo (gape), caracterizada por la
apertura de la boca y la expulsion del alimento®?, se ha propuesto que el NAc recibe la
informacion sensorial desde el sistema gustativo periférico y genera una respuesta motora,
esta informacién de los estimulos gustativos son integrados en el NAc con una
caracteristica heddnica: o es aceptable o debe rechazarse, se ha puesto a discusion si es la
codificacion de la entrada sensorial al NAc (valor hedonico) o la salida que controla los
aspectos motores la que lo modula, para responder esta pregunta disefiamos una tarea que
nos permitiera separar los elementos motores y hedoénicos de la alimentacion para estudiar
la actividad neuronal del NAc en esta integracion de sefiales sensoriales, hedonicas y

motoras.

Hipotesis

Basados en que el NAc es un nucleo de entrada (de informacion emocional) y de
salida (a nucleos motores), que integra diferentes circuitos que modulan la conducta de
ingesta, proponemos que esta region es modulada por la conducta oro-motora de ingesta y

no solamente por componentes sensoriales ni hedonicos evocados por los sabores.
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Objetivo general

El objetivo de esta segunda parte de mi tesis fue determinar si la actividad del NAc
es modulada por el componente hedonico de los alimentos o por el componente oro-motor

asociado a la conducta de ingesta.

Objetivos Especificos

1. Proponer una tarea conductual que nos permita separar los elementos del proceso de
alimentacion, como la parte motora, la percepcion gustativa y el procesamiento

heddnico.

2. Registrar la actividad neuronal en el NAc y demostrar cuél de estos elementos de la

conducta de ingesta es responsable de la modulacion de la actividad del NAc.
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Materiales y metodos

I.  Sistema conductual para estudiar elementos heddnicos de
la percepcidn gustativa:

El sistema conductual (Fig. 10) tiene como ventaja en primer lugar utilizar ratas en libre
movimiento como modelos de estudio, utilizar el lenglieteo como respuesta y registrarlo via
software, controlar la cantidad de estimulo dado, utilizar mas de una concentracion

simultaneamente y registrar el tiempo de lenglieteo en relacion a la liberacion del liquido.

Figura 10
Caracteristicas:
1.-Véavula de aire para regular la presion y velocidad de liberacion del sabor
.-Contenedores.
.-Vélvulas que regulan la salida de sacarosa desde un software.
.-lickébmetro
.-luz de jaula
.-computadora y transductor para registrar lengiieteos y regular la salida de liquido previa programacion.
.-caja de Skinner
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II. Descripcion del bebedero

El bebedero consta de vias independientes que se conectan a las valvulas por medio de

mangueras de silicon, no hay mezcla de sabores ni espacios muertos, cada tubo dentro del

bebedero tiene un calibre de 20G, todos son de acero y al fabricarlas procuramos que
tengan la misma longitud (Fig.11)

F.

Figura 12. Validacidn del sistema de liberacién de sabores

I11. Sistema de liberacion de sabores.

Para comprobar la funcionalidad del sistema conductual se disefié un experimento en el
cual se podian liberar diferentes estimulos gustativos sin mezcla de sabores y directamente
a la parte dorsal de la lengua. Los sabores son liberados bajo presién de aire lo cual reduce

la probabilidad de que el liquido permanezca en la punta del bebedero. Usando este
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bebedero, la lengua limpia perfectamente el bebedero en un lengiieteo, dejando menos de
1uL de liquido, el cual puede ser removido completamente en un segundo lengieteo. Se
utilizaron tubos por separado para liberar cada sabor, de tal forma que el bebedero no tuvo
espacios muertos y préacticamente no mezcla de sabores. La Fig. 12 muestra la lengua de
cuatro ratas anestesiadas que lengletearon en el mismo bebedero. El bebedero estaba lleno
con agua y azul de metileno. A la izquierda una rata lengiiete6 200 veces el tubo seco ya
que no se liberd ninguna gota. Se observé que el lenguetear el tubo, el sabor no se
escapaba por capilaridad. A la derecha la rata recibié una gota de 5 puL de agua y no se
observa tincion lingual, demostrando que diferentes sabores pueden ser liberados sin
mezclarse. En las fotografias inferiores se liberaron 5uL y 20uL de azul de metileno,
respectivamente. En ambos casos la parte dorsal de la lengua fue marcada pero la gota de

20 pL cubrid la lengua entera.

IV. Lick reaction task, tarea de reaccion del lengieteo

Se muestra un diagrama esquematico de esta tarea en la Figura 13 donde una luz indica
el inicio del ensayo con un lengieteo en el puerto central vacio en el cual recibira como

sefial de stop una gota 10 microlitros de agua (o de otros sabores) liberados al azar entre
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los ciclos 2-4 del lenglieteo. Para los ensayos en los cuales se usaron dos o mas sefiales de
stop fueron liberados al azar para evitar la anticipacion de los animales. Después de
terminar el lengieteo en el puerto central, la rata podria moverse al puerto lateral para
recibir su recompensa predeterminada.

La recompensa siguié un protocolo de reforzamiento en gradual el nimero mas grande
de lengiieteos adicionales en el puerto central y en el mas pequefio la recompensa (Fig. 13).
Una computadora registr6 automaticamente los lengiieteos adicionales y la recompensa
correspondiente fue liberada en los puertos laterales. La recompensa méas grande fue
siempre obtenida si después de la sefial de stop la rata detenia el lengieteo inmediatamente
(lenglieteos adicionales, ALs= 0); la segunda recompensa intermedia fue obtenida en
ALs=1. Finalmente, la recompensa mas pequefia (o sin recompensa) fue obtenida si se
registraban dos 0 mas lengleteos adicionales. Para completar una prueba, las ratas tuvieron
que lengletear una vez en el puerto lateral. Inmediatamente después de liberar la Gltima
recompensa se apagaba la luz y se volvia a encender 500 ms después para indicar el final de
la prueba del intervalo entre ensayos y el comienzo del nuevo ensayo. Todos los ensayos
fueron de 30 minutos todos los animales eran libres de iniciar los ensayos como ellos
deseaban (economia abierta). Para eliminar sesiones en las cuales los animales no estaban
los suficientemente motivados para trabajar se eligio un criterio minimo de 40
ensayos/sesiones. Aunque esto sucedié en 13% (33/254) de las sesiones, la inclusion de

estas sesiones en el reporte de datos no influy6 en los resultados reportados ***.

V. Lengueteos adicionales en el puerto central
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En todos los experimentos, un indice de tiempo de reaccion para detener el lenglieteo
fue medido como la diferencia de tiempo entre la sefial de stop y el ultimo lengleteo en el
puerto central que ocurria justo antes de que el animal retire la cabeza. En este intervalo se
midieron los lenglieteos adicionales. Los lenglieteos adicionales de todos los sujetos y todas
las sesiones se colapsaron y el estimado de Kaplan-Meier de las funciones de distribucion
cumulativa empirica (CDFs) fueron calculadas. Para cada CDF, se emplearon la mediana y
el rango interquartile (IQR) para describir las propiedades de distribucion de los lenglieteos
adicionales.

La mediana corresponde al punto 0.5 de CDF donde el IQR es la diferencia entre el 75
y 25 %. A menos que se indique lo contrario, los datos se presentan como la mediana y el
IQR.

Se obtuvo la diferencia estadistica entre dos distribuciones con el test de dos muestras
de Kolmogorov-Smirnov y para tres 0 méas distribuciones se utiliz6 el test de Kruskal-

Wallis y el Bonferroni post hoc test.

Resultados

I. Caracterizacion conductual (Lick reaction task
(LRT)):
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Como va se dijo en la introduccién, una de las propiedades que se ha sugerido que
las neuronas del NAc tienen, es que una proporcion de ellas puede modularse por
componentes hedonicos de los alimentos, sobre todo por alimentos altamente palatables®®
45, 130-133 * sin embargo cuando se comenzo a proponer que el NAc se inhibia para dar inicio
al proceso de alimentacion, la actividad del NAc se relaciondé en gran parte a los
componentes motores de la alimentacion 33 46 13° nosotros en este proyecto propusimos
una tarea conductual para responder como el NAc se modulaba por diferentes elementos de
la conducta de ingestal®, esta tarea conductuales (Lick Reaction Task; LRT) la usamos
para ver si las neuronas del NAc se modulan por el componente heddnico o motor de la

alimentacion.

Como ya mencionamos uno de los problemas al estudiar las respuestas hedonicas es
la confusion que se genera a partir de las diferencias motoras generadas por el componente
heddnico de la alimentacion®® 130 132134, 136, 137~ tjlizando esta tarea conductual (ver

métodos) caracterizamos conductualmente las respuestas hedonicas a estimulos gustativos.

Il. Recompensa gradual a la reaccion del lengueteo

después de recibir una gota:

El principal proposito de este experimento fue detener el lengiieteo inmediatamente
después que la rata recibié un estimulo (una gota de agua), de esta manera podiamos ver las

respuestas neuronales inmediatamente después de recibir el estimulo sin tener influencia
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del componente motor como habia pasado anteriormente en otros experimentos 30 136, 137
usamos el nimero de lengleteos adicionales (posteriores al estimulo) como un indice de
deteccion del estimulo gustativo (Figura 13). Estos lengueteos adicionales fueron
recompensados gradualmente (ver métodos IV), a menor numero de lengiieteos mayor
recompensa, y si la rata no lengieteaba después de recibir una gota de un estimulo
gustativo recibi6 la mejor recompensa (3 gotas de sacarosa al 20%, gotas en rojo).

En este experimento usamos diferentes fases de entrenamiento (ver Figura 14 y
Métodos 1V), en la ultima condicion la rata recibié recompensa sélo si daba 2 lenglieteos
adicionales, con este experimento fue claro que los animales no podian maximizar sus
recompensas, es decir no podian dejar de lengletear o lo hicieron muy pocas veces, por lo
que concluimos que el lengueteo (consumatorio) evoca un reflejo producido por la
estimulacion somatosensorial ya que en este experimento utilizamos agua como estimulo
gustativo, en otras palabras, la gota de agua produce una serie de lengueteos adicionales
que no pueden ser controlados por la rata. Para asegurarnos que la gota de agua era la que
generaba estos lenglieteos adicionales en una sesion quitamos el estimulo y dejamos que la
rata lenglieteara en seco (sin recibir gota de agua) la rata dejaba de lenguetear cuando ella
deseaba sin recibir estimulo o sefial de paro ( stop signal), usamos la condicion en la que a
menor numero de lengiieteos mayor recompensa, sorprendentemente las ratas dejaron de
lenglietear para maximizar sus recompensas, al volver a darle gotas de agua las ratas
volvieron a responder en reflejo al estimulo gustativo, por lo que corroboramos que las
ratas responden con un reflejo después de recibir un estimulo gustativo, este reflejo puede
ser modulado por el por el volumen de la gota (Figura 15) y por el valor heddnico del

estimulo (Figura 16).
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I11. Las neuronas del NAc son moduladas por el

componente motor y no por el estimulo hedonico

Utilizando esta tarea conductual LRT, registramos la actividad neuronal de 241

neuronas en NAc, utilizamos como estimulos gustativos: 2 heddnicamente neutros (agua y
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1 mM de NaCl), un estimulo palatable (sacarosa al 20%) y otro aversivo (quinina 0.3 mM).
En la Figura 16 se puede apreciar un grafica tipo raster, los ensayos fueron ordenados en
namero de lengieteos adicionales de menor a mayor (de arriba hacia abajo) y en grupos de
ensayos en los que recibié agua (azul), NaCl (verde), sacarosa (cian) y quinina (negro), las
marcas negras representan los potenciales de accion de una neurona de NAc y las marcas
rojas representan los lengleteos. En la Figura 18, se muestra en diferentes colores, el
promedio en la frecuencia de disparo de una neurona, cada color estd asociado a los
ensayos en los que recibié un estimulo especifico. Claramente puede apreciarse que la
misma neurona se modula de diferente forma dependiendo el estimulo que recibid, en rojo
la linea punteada simboliza el lenglieteo, y en color (segun el estimulo que la rata recibi6)
se grafico la funcion de densidad acumulada (cdf, ver métodos) (Fig. 17 y 18) de
lenglieteos adicionales, el cdf muestra que los lengiieteos para cada sabor son diferentes, la
actividad neuronal es diferente en cada caso, en todos los casos si una neurona se inhibe
con el lengueteo (Wicolxon test, p<0.05) no presenta cambios en la frecuencia de disparo
en el momento que recibi6 la gota del sabor, lo cual demuestra que la actividad neuronal
del NAc no es modulada por el sabor, también demuestra que la actividad neuronal es
diferente para sacarosa y quinina después del tren de lengleteos (Wicolxon test, p<0.05),
en estos casos, para sacarosa y para quinina la conducta de lengiieteo es muy diferente e
incluso opuesta, la neurona se inhibe por mas tiempo durante la sacarosa y menos tiempo
durante la quinina, probablemente esta diferencia en el tiempo de inhibicion genera una
respuesta neuronal diferente, posterior a la conducta del lengleteo. En el caso de los
experimentos que proponen que las neuronas del NAc se modulan diferencialmente para
estimulos heddnicamente positivos 0 negativos, sin embargo estos experimentos no

controlan las diferencias oro-motoras que se observan al beber un sabor palatable (sacarosa)
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o al beber un sabor aversivo (quinina)**’, la cual claramente es diferente para cada caso, y
se han determinado respuestas especificas a estimulos hedonicamente positivos o

aversivos®? 133,

water
NacCl
Sucrose

Quinine

50,

[ Licks
[l Spikes

150

Fig. 17 Raster plot de una sesion de registro en NAc durante LRT, los ensayos en funcién al tiempo y
ordenados segun el estimulo que fue dado, las marcas rojas son los lengiieteos y las marcas en negro los
potenciales de accion.
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Discusion

Nuestros datos demuestran que las modulaciones neuronales que presenta el NAc
durante la conducta de ingesta se deben a la conducta motora de la alimentacion, lo anterior

corrobora su funcién integradora, ya que otras regiones que codifican la percepcion
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gustativa y la palatabilidad de los alimentos, se sabe que la corteza gustativa primaria
codifica diferencialmente los sabores heddnicamente positivos y aversivos®®, esta region
cortical envia eferentes al NAc, también se sabe que regiones del tallo cerebral que se
propone modulan elementos de palatabilidad de los alimentos proyectan directamente al
NACc!® 135 'y finalmente el NAc envia proyecciones de salida relacionadas a la modulacion
motora®® 4> 46 diversos experimentos han demostrado que el consumo de sacarosa puede
ser detenido al estimular eléctricamente este niicleo. Todas estas evidencia sugieren que
la modulacion de las neuronas del NAc no estd relacionada Unicamente a integrar
informacion de las cualidades sensoriales de los alimentos, sino mas bien responde al
componente motor del lengiieteo y a los elementos motores relacionados al consumo de

alimentos.

Conclusiones generales

En esta tesis primeramente demostramos que el NAc y el HL son nodos de integracion de
informacién de las redes que modulan el suefio y la alimentacion. Por otra parte, las
regiones corticales tienen poblaciones especializadas principalmente a la alimentacion y en
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menor grado al suefio, lo cual podria ayudar a mantener cada estado conductual de forma

especifica.

Finalmente en la segunda parte de esta tesis demostramos que la actividad de las neuronas

en el ndcleo accumbens es modulada por el componente motor de la alimentacion y no por

el valor heddnico de los alimentos.
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