' UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

G S

MAESTRIA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES

“Evaluacién del efecto del consumo de extracto de Stevia y Acesulfame-K en
Nucleo Accumbens y estriado de ratas macho adolescentes de la cepa Wistar
mediante inmunoreactividad a AFosB”

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y
RECURSOS NATURALES

P R E S ENT A

LUIS ANGEL LOPEZ MUCINO

Tutor académico:
Dr. Pedro Sanchez Aparicio

Tutores adjuntos:
Dr. Arturo Venebra Mufioz
Dr. Sergio Recillas Morales

El Cerrillo Piedras Blancas, Toluca, Estado de México Afilo 2019







DEDICATORIAS

A mi madre, por preocuparse tanto, siempre, y ser un apoyo emocional.
A mi padre, por su apoyo a pesar de sus enojos.

A mis hermanos, por estar siempre juntos.

A mi cufiada Yajis, porque ya es mas grande mas grande mi familia.

Y por supuesto, a Sofi.

Al Profesor Roberto, porque en algun punto comenzé todo.




RESUMEN

A pesar de que se ha observado que alimentos dulces producen uno o mas efectos
similares a las drogas de abuso, se sugiere que los edulcorantes no nutritivos no activan
las vias de recompensa de la misma forma en que lo hacen los edulcorantes nutritivos
debido a una disociacion existente entre el sabor y el contenido calérico. El objetivo de este
trabajo es evaluar la actividad neuronal de ciertas areas de la via mesolimbica de
recompensa inducida por el consumo de edulcorantes no caléricos, mediante la deteccion
del factor de transcripcién AFosB. Esta proteina, miembro de la familia Fos, se acumula
gradualmente hasta convertirse en la proteina Fos dominante en el NAc y estriado dorsal
como resultado de una administracion prolongada de drogas y debido a su estabilidad
persiste en estas regiones durante semanas o meses, se ha sugerido que el factor de
transcripcién AFosB es necesario para mediar la sensibilidad a drogas e incrementar la
compulsion por la conducta de recompensa. Para este trabajo se utilizaron ratas macho
adolescentes de la cepa Wistar divididos en 5 grupos, un control que sélo consumié agua
y los grupos restantes contaron con acceso a una solucion de edulcorante no caldrico
(extracto de Stevia 0.2% o Acesulfame-K 0.2%) bajo dos condiciones de consumo distintas
(obligado y libre eleccién) desde los 30 hasta los 50 dias postnatales. Los resultados
obtenidos indicaron que la concentracion elegida para la solucion de extracto de stevia 0.2%
fue preferida a partir del segundo dia, aunque no fue lo suficientemente gratificante para
promover el consumo excesivo de liquidos. Por otro lado, no se observé una preferencia de
Acesulfame-K pero tampoco se puede determinar que existié aversion pues el consumo de
agua y Acesulfame-K dentro del grupo de eleccién libre fue practicamente el mismo durante
los 20 dias. Sumado a esto, no se observé que el consumo de alguno de los dos NNS
utilizados en este experimento promoviera la ganancia de peso o el consumo de alimento
para compensar la deficiencia calérica de los alimentos dulces. En cuanto a la
inmunorreactividad dentro del sistema de recompensa se encontrd0 que solamente la
solucion de extracto de stevia promovid la sobre expresion de AFosB en dos regiones del
nucleo accumbens y estriado dorsal dentro del grupo de eleccién libre, sugiriendo que las
diferencias en la expresion entre tratamientos estan influenciadas por las propiedades
hedonicas del alimento y no por las caracteristicas fisicas de los alimentos per se.




ABSTRACT

Although sweet foods are known to activate the same mesolimbic reward pathway as
recreational drugs a partial activation of the reward pathway by artificial sweeteners has
been hypothesized due to sweethess decoupled from caloric content. The objective of this
work was to evaluate neural activity induced by non-nutritive sweeteners intake in a set of
brain regions within the reward pathway by detecting the transcription factor AFosB, a
protein member of the Fos family that gradually accumulates in the nucleus accumbens and
dorsal striatum becoming the predominant Fos protein after repeated drug administration
due to its greater stability and persists in these regions for weeks or months after drug
exposure ceases, so it seems that AFosB is essential in drug sensitization and enhances
reward drive. In this study we used adolescent Wistar rats divided in 5 groups, the control
group had only access to water, and the remaining groups counted with access to a non-
nutritive sweetener solution (0.2% Stevia extract or 0.2% Acesulfame-K) under two different
conditions (free choice and forced) from postnatal day 30 to 50. The results showed that
chosen 0.2% stevia extract solution was preferred from day two, although stevia did not
promote overdrinking suggesting it was not rewarding enough. On the other hand, a
preference for 0.2% Acesulfame-K was not observed but aversion could not be settled either
given that water and 0.2% Acesulfame-K consumption was practically the same in the free
choice group through all the time. Further, neither Stevia nor Acesulfame promoted
overweight or food intake to compensate caloric deficiency. Finally, immuno-reactivity to
AFosB was only enhanced in nucleus accumbens and dorsal striatum in the free choice
group that consumed 0.2% stevia extract solution, suggesting that induction of AFosB is due
to food hedonic properties rather than physical properties per se.
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INTRODUCCION

La preferencia por el consumo de productos agradables al paladar va méas alla de la mera
satisfaccion del hambre pues se ha observado que el azUcar posee fuertes componentes
heddnicos y activa la via mesolimbica de recompensa de manera similar al alcohol, la
nicotina y otras drogas recreativas (Muhlhausler y Gugusheff, 2016). Esta via se origina en
los cuerpos celulares dopaminérgicos del area tegmental ventral (VTA) del mesencéfalo,
Cuyo0s axones se proyectan principalmente al nicleo acumbens (NAc) en el estriado ventral
y en menor medida a la amigdala, nucleo basal de la estria terminalis (BNST), area septal
lateral e hipotalamo lateral (Adinoff, 2004).

Sin embargo, a pesar de que se ha observado que alimentos dulces producen uno o mas
efectos similares a las drogas de abuso, se sugiere que los edulcorantes no nutritivos no
activan las vias de recompensa de la misma forma en que lo hacen los edulcorantes
nutritivos debido a una disociacion existente entre el sabor y el contenido caldrico (Yang,
2010).

El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad neuronal de ciertas areas de la via
mesolimbica de recompensa inducida por el consumo de edulcorantes no cal6ricos,
mediante la deteccidn del factor de transcripcidon AFosB. Esta proteina, miembro de la
familia Fos, se acumula gradualmente hasta convertirse en la proteina Fos dominante en el
NAc y estriado dorsal como resultado de una administracién prolongada de drogas y debido
a su estabilidad persiste en estas regiones durante semanas o meses (Nestler, 2004).
Ademas se ha sugerido que el factor de transcripcién AFosB es necesario para mediar la
sensibilidad a drogas e incrementar la compulsién por la conducta de recompensa (Nestler,
2008).




REVISION DE ANTECEDENTES
1. EDULCORANTES

Los edulcorantes son endulzantes artificiales o naturales sustitutos de azucar. Entre ellos
se conocen sustancias sintéticas como el aspartamo, acesulfame K o acesulfame potésico,
neotame, sacarina, sucralosa y adventame, los cuales se encuentran en productos
clasificados como “dietéticos” o “sin azucar”, también existen los de origen natural como la
miel, néctar de coco, azlcar de coco, jarabe de maple, melaza, alcoholes de azlcar, néctar
de agave, estevia, entre otros (Quarrat-ul-Ain y Khan, 2015). Se caracterizan por tener una
mayor potencia dulcificante en comparacion con el azlcar, aunque todos difieren en
propiedades particulares tales como su potencia, sensacioén en la boca, duracién de la
dulcificacion, el regusto y estabilidad asi como en su estructura (Roberts, 2016). Se pueden
dividir dependiendo de su aporte energético: los edulcorantes nutritivos (NS) como los
monosacaridos, disacaridos y polialcoholes contienen carbohidratos y proveen enegia, por
el contrario, los edulcorantes no nitritivos (NNS) son aquellos con nulo o practicamente nulo
aporte energético (Fitch y Keim, 2012), dentro de estos Ultimos se encuentran los
glucésidos de esteviol y el acesulfame potasico.

El primer NNS fue descubierto en 1885 por el quimico ruso Constantin Fahlberg, no
obstante lo daria a conocer hasta 1893 en la Exposicion Universal de Chicago con el
nombre comercial de sacarina, sin embargo, se consideraria un mal substituto del aztcar
usado solamente por personas diabéticas. Fue hasta 1950 cuando la popularidad de la
sacarina y otros nuevos productos llamados ciclamatos empez6 a crecer entre
consumidores no diabéticos (especialmente mujeres), en principio debido a un
racionamiento de azulcar durante la segunda guerra mundial y posteriormente en respuesta
a una creciente demanda estética del cuerpo (De La Pefa, 2010).Actualmente, los NNS se
encuentran en una gran variedad de productos alimenticios y bebidas e incluso productos
de higiene, de hecho, en Estados Unidos se lanzaron mas de 6 000 nuevos productos entre
1999 y 2004 que contenian uno o mas edulcorantes (Yang, 2010) y se espera que el
mercado alcance los 2.2 billones de dolares a nivel mundial para el afio 2020 tomando en
cuenta el crecimiento anual aproximado del 5.1% registrado entre 2008 y 2015,
proyectandose el mayor crecimiento en América Latina y China principalmente de los
productos naturales como los glicésidos de esteviol debido a la tendencia de los
consumidores por consumir dichos productos (Sylvetsky y Rother, 2016).

En la actualidad, el consumo y distribucién de los NNS se encuentra regulado por diferentes
instancias a nivel mundial. En los Estados Unidos, seis NNS artificiales (sucralosa,
aspartamo, sacarina, acesulfamo potasico, neotame y advantame) se encuentran
aprobados como aditivos alimenticios por la Administracién de Alimento y Medicamentos
(USFDA, siglas en inglés), mientras que dos mas de origen natural (glucésidos de esteviol
y extracto de Luo Hang Guo) estan bajo el término de “generalmente reconocidos como
seguros” (GRAS, siglas en inglés) por la misma FDA debido a que estas sustancias aun se
encuentran en revision (Pepino, 2015) (informacion mas detallada en (Tabla 1). En Europa,
el Parlamento Europeo y el Consejo han autorizado la distribucion y consumo de
acesulfamo potasico, aspartamo, sales de aspartamo-acesulfamo, ciclamato,




neohespiridina dihidrochalcona, sacarina, sucralosa, taumatina, neotame, advantamo y los
glucésidos de esteviol, tras la opinion favorable de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA, siglas en inglés) (Garcia-Almeida et al.,, 2013). Estos mismos
edulcorantes estan autorizados en México de acuerdo con la Secretaria de Salud (SALUD),
gue es el érgano encargado de determinar el uso de aditivos y coadyuvantes en alimentos,
bebidas y suplementos alimenticios a través de la Comision Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) (Salud, 2012; COFEPRIS, 2016).

Tabla 1. Edulcorantes no nutritivos aprovados por la FDA y su ingesta diaria
admisible (IDA).

Edulcorante Intensidad IDA
(estructura) (realtivo a la sucrosa) (mg/kg bw/d)
HO 600 5
& ]\DHO\/ " cl
Hob: “o/r_LOB-/
OH ¢
Sucralosa
$ 160-220 50
o
0, OCH,
Aspartamo
0 200-700 5
/NH
g
Sacarina
200 15

N

Acesufamo-K

7 7000-13000 0.3, 18
&L,( =TL/
T
Neotame
):U 20000-40000 32.8
Advantamo

’“ Ii 200-300 4

L™

\/ \u‘y.

Gliosido de esteviol




, VT;( 150-300 No determinado

/\!" :
K“/YJ;/ ,,
Extracto de Luo Hang Guo

*(Roberts 2016; Garcia-Almeida et al. 2013; Koyama et al. 2003; Geuns 2003; Abo Elnaga et al.
2016; Fitch & Keim 2012; Brown et al. 2010; Shankar et al. 2013).

1.1 GLUCOSIDOS DE STEVIOL

Los glucésidos de steviol son edulcorantes no caléricos diterpenos pertenecientes a la serie
de los ent-kaurenos (Figura 1), en donde el grupo metilo en el C-10 esta en la caraa y el
hidrégeno en el C-5esta en la cara 3 de la molécula (Hanson, 2016). Estos glucdsidos de
esteviol o estevioles se encuentran en grandes cantidades en las hojas de Stevia
rebaudiana Bertoni (Asteraceae), planta originaria de la cordillera de Amambay en el
noroeste de Paraguay, cerca de la frontera con Brasil (Ceunen y Geuns, 2013; Hanson,
2016).

En cuanto a S. rebaudiana Bertoni, esta fue clasificada por Moisés Santiago Bertoni en
1899 y aunque ya era aprovechado el poder dulcificante de la planta por las tribus guaranies
locales, fue hasta 1931 cuando se describid por primera vez la férmula quimica del
steviosido por Bridel y Lavieille, y 45 afios mas tarde se obtuvieron rebaudiosido A vy
rebaudiosido B en la Universidad de Hiroshima (Ceunen y Geuns, 2013; Hanson, 2016).
Hoy en dia se conocen mas de 30 glucosidos de steviol, a pesar de esto s6lo 9 son los mas
abundantes en las hojas de S. rebaudiana respecto a su peso seco, a saber: esteviosido
(5-10%), rebaudiosidos A (2-5%) y C (1%), dulcosido A (0.5%), rebaudiosidos D, E 'y F
(0.2%) y esteviolbiosido (0.1%) (Ceunen y Geuns, 2013) (Tabla 2). La diversidad de
glucésidos se debe a diferentes glucosilaciones de steviol realizadas por diversas
glucotransferasas ya sea afladiendo una azucar en el grupo carboxilo del C19 o en el C13,
este patron de glucosilacion influye fuertemente en la percepcion del sabor (Richman et al.,
2005).

=
~
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Figura 1. Estructura del ent-kaureno steviol.




Tabla 2. Glucésidos de steviol mas abundantes en Stevia rebaudiana.

Nombre del compuesto R1 R2 Potencia*
esteviol H H

esteviolbiosido H Glcp1-2GIcB1- 90
esteviosido Glcp1- Glcp1-2GIcB1- 210
rebaudiosido A Glcp1- GlcB1-2(GlcB1-3)GlcB1- 200-300
rebaudiosido C Glcp1- Rhaa1-2(GlcB1-3)GlcB1- 30
rebaudiosido D Glcp1-2GIcB1- Glcp1-2(GlcB1-3)GlcB1- 221
rebaudiosido E Glcp1-2GIcB1- Glcp1-2GIcB1- 174
rebaudiosido F Glcp1- Xyl1-2(GlcB1-3)GlcB1- 200
dulcosido A Glcp1- Rhaa1-2GIcB1-

(Glc = glucosa, Rha = ramnosa, Wyl = Xylose) (modificado de Wdlwer-Rieck, 2012). *Potencia
comparada con una concentracion de sucrosa 0.4%

En un inicio, la comercializacion de S. rebaudiana como edulcorante solo se presentaba en
Japoén, actualmente se cultiva en varios paises del mundo como Corea, China, Canada,
Israel, India, Paraguay y Brasil (Hanson, 2016) hoy en dia existen muchos productos que
contienen glucésidos de steviol y varian desde bebidas dulces alcohdlicas y no alcohdlicas
hasta medicamentos y suplementos dietéticos (Mathur et al., 2017), aunque también se
incluyen preparaciones que contienen no menos del 95% de glucésidos de esteviol y que
cumplen con los criterios y especificiaciones de pureza aprobadas para uso como
suplemento dietético edulcorante (JECFA, 2016). Por esta razén, el Comité Mixto de la
Organizacion de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura/Organizacion
Mundial de la Salud (FAO/OMS, siglas en inglés) de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JECFA, siglas en inglés), asi como la USFDA de manera independiente, han establecido
una IDA de 4 mg/kg/dia expresada como esteviol (JECFA, 2016; USFDA, 2018), mientras
gue en México, SALUD permite el uso de limites maximos de hasta 3 500 mg/kg en la
elaboracion de alimentos salud (Salud, 2012).

Los glucésidos no pueden ser metabolizados por los fluidos intestinales o por enzimas
digestivas (Wingard et al., 1980; Hutapea et al., 1997; Nikiforov et al., 2013),de hecho, se
ha reportado que la absorcién de estas moléculas por el sistema digestivo es practicamente
nula (Geuns et al., 2003; Koyama et al., 2003). Diversos estudios in vitro e in vivo han
demostrado que los glucésidos (esteviosido, rebaudiosido A, B, C, D, E, F, M,




esteviolbiosido y dulcosido A) son degradados en su totalidad hasta esteviol por la
microbiota intestinal (Wingard et al., 1980; Hutapea et al., 1997; Geuns et al., 2003; Koyama
et al., 2003; Roberts y Renwick, 2008; Wheeler et al., 2008; Nikiforov et al., 2013) y que la
glucosa liberada es utilizada al instante por estas bacterias intestinales (Momtazi-Borojeni
et al., 2017), mientras que la mayor parte del esteviol producido por la hidrélisis bacteriana
es absorbido por el colon y transportado hacia el higado para ser transformado en
glucurénido de esteviol, el cual es filtrado por los riflones y excretado a través de la orina,
en cabio, la pequefia fraccion restante de esteviol es excretada a través de las heces
(Figura 2) (Geuns et al., 2006; Wheeler et al., 2008; Purkayastha et al., 2016).
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Figura 2. Esquema que muestra la ruta de absorcién, metabolismo y excrecién de los glucésidos
de esteviol.
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1.2 ACESULFAME-K (ACESULFAME POTASICO)

Acesulfame K, acesulfame potasico o sal de potasio del 6-metil-1, 2, 3-oxatiazin-4(3H)-ona-
2, 2-diéxido (en adelante Ace-K) (Figura 3), es un edulcorante artificial no cal6rico,
aproximadamente 200 veces mas dulce que el azlicar, y debido a su estabilidad y
resistencia térmica es muy utilizado en alimentos y bebidas ( principalmente en bebidas
dietéticas) aunque también se utiliza en la elaboracién de refrescos, preparaciones frutales,
postres, cereales y goma de mascar (Lawrence, 2003; Yalamanchi et al., 2016). Adicional
a su potencia dulcificante, el Ace-K provoca un resabor resabor amargo el cual varia en
intensidad de individuo a individuo (Allen et al., 2013), de ahi que frecuentemente se
encuentre combinado con otros edulcorantes como aspartame, ciclamato y sacarina
(Lawrence, 2003; Yalamanchi et al., 2016).




Figura 3. Estructura quimica del Ace-K.

Descubierto en 1967 por Karl Claus y Harold Jensen, fue aprobado para uso comercial en
1985 por la Unién Europea y en 1988 por la USFDA (Magnuson et al., 2016). Actualmente,
el ADI establecido en Europa y Estados Unidos es de 15 mg/kg/dia (JECFA, 2016; USFDA,
2018), mientras que en México se permite un limite maximo en suplementos alimenticios
de 2 000 mg/kg (Salud, 2012). No obstante, no se han encontrado registros de acumulacion
en tejidos a consecuencia de una repetida administracion (von Rymon Lipinski, 1985;
Magnuson et al., 2016), en otras palabras, una vez ingerido es absorbido, distribuido
rapidamente por el torrente sanguineo hacia los tejidos y excretado a través de la orina
(>99%) y las heces (1%) (Figura 4) (von Rymon Lipinski, 1985; Magnuson et al., 2016;
Yalamanchi et al., 2016). Interesantemente, trabajos realizados en ratas, perros, cerdos y
humanos, utilizados como referencia por la Comisién Europea, no sélo reportan que Ace-K
es excretado principalmente por la orina sin cambios metabdlicos, sino también reportan
una ligera, aunque no significativa, degradacion del educlorante (European Commission.
Scientific Committee on Food, 2000).
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Figura 4. Esquema que muestra la ruta de absorcién, metabolismo y excrecion del acesulfame
potasico. Observe su practicamente nulo cambio a lo largo de su trayectoria dentro del organismo.




2. VIA SENSORIAL DEL SABOR

La sensacion del sabor inicia en la lengua, sobre la superficie de esta se encuentran
distribuidas estructuras en forma de cebolla llamadas papilas gustativas: las fungiformes se
distribuyen principalmente en la parte anterior; las circunvaladas, en la parte posterior; y las
foliadas en ambos lados de la lengua. Las papilas gustativas estan compuestas de entre 50
y 100 células receptoras de sabor (CRS), es aqui donde inicia la sensacién del sabor (Simon
et al., 2006; Yarmolinsky et al., 2009; Medler, 2015).

Cuando los sustancias dulces llegan a la membrana de las CRS interactian con el receptor
heterodimerico T1R2-T1R3 unido a proteina G gusducina (Ga;), que se expresan
aproximadamente en el 30% de todas las papilas gustativas (Nelson et al., 2001), y aunque
no se conoce a ciencia cierta la estructura del receptor T1R2-T1R3 se piensa que esta
compuesto por un dominio extracelular denominado Dominio de Venus Atrapamosca
(DVAM), un Dominio Transmembranal de siete hélices (DTM) y un Dominio Rico en Cisteina
(DRC) que une a los otros dos dominios, estructura clasica de la familia de receptores unidos
a proteina G clase C (GPRC). Ademas, mediante modelos basados en el receptor
metabotrépico de glutamato mGIuR1, se sugiere la existencia de multiples sitios de union
para las moléculas dulces tanto en VFTD de TIR2y T1R3 como en TMD de T1R3y en CRD
(Temussi, 2007; Chéron et al., 2017).

Una vez unidos los ligandos al receptor se inicia la transduccion de sefial, entonces las
subunidades Gy de la proteina G unida a TLR2-T1R3 se separan y activan a la fosfolipasa
CB2 (PLCB2) que hidrolisa al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP) a inositol 1, 4, 5-trifosfato
(IP3) y diacilglicerol (DAG). Luego el IP; se une al receptor de IP; (IP3Rs) provocando el
aumento de Ca?* desde el reticulo endoplasmatico, esta liberacion de Ca?" provoca la
activacion del canal catiénico de potencial del receptor transitorio miembro 5 de la subfamilia
M (TRPM5) permitiendo la entrada de Na*, la depolarizacion de la membrana y la activacion
de los canales catiénicos dependientes de voltaje (VGCC) resultando en la liberacion de
ATP a través de hemicanales de panexina y conexina (DeSimone et al.,, 2012). Para
Margolskee, esta via s6lo es activada por edulcorantes no sacéaridos y propone una
segunda via para los edulcorantes sacaridos, donde la unién de la molécula dulce con el
receptor TLR2-T1R3 provoca la activacion de adenil ciclasa (AC) generando AMPc, el cual
provoca directa o indirectamente, la liberacién de Ca?'y la consecuente despolarizacion de
la membrana de las TRCs por medio de canales i6nicos, mediante la activacion de alguna
proteina quinasa, resultando de igual forma en la liberacién de ATP (Margolskee, 2002).

El ATP liberado actia sobre los receptores purinérgicos P2X2/P2X3 de las fibras nerviosas
gustativas adyacentes (Finger, 2005). Las CRS ubicadas en el paladar y la parte anterior de
la lengua estan inervados por la cuerda timpanica y por el nervio petroso mayor, ramas del
nervio facial (VII); por otro lado, los TRCs que se encuentran en la epiglotis, eséfago y la
parte posterior de la lengua estan inervados por la rama lingual del nervio glosofaringeo (1X)
y la rama laringea superior del nervio vago (X) (Simon et al., 2006). La informacién
recaudada por los nervios VII, IX y X es llevada a la parte rostral del nicleo del tracto solitario
(NST), primer sitio de relevo en la médula oblongada para posteriormente llegar al ndcleo
parabraquial (PbN) a nivel del puente y después a la parte parvocelular del nlcelo talamico
posteromedial ventral del tadlamo (VPMpc) en roedores, sin embargo, en primates
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(incluyendo al humano) neuronas del NST proyectan directamente hacia el VPMpc desde
donde la via del sabor se conecta con la corteza primaria del sabor, una region ubicada en
la frontera entre la corteza insular (IC) anterior y el opérculo frontal (OF), para finalmente
llegar a la corteza orbitofrontal (OFC) la cual es conocida como la corteza secundaria del
sabor (Mizoguchi et al., 2016).

3. MECANISMOS NEURONALES EN LA RECOMPENSA ALIMENTICIA

Los estimulos provenientes de la lengua entonces tienen su primer relevo a nivel central en
el NST de donde salen proyecciones de segundo orden hacia el PbN, a partir de este punto
surgen dos vias: la primera, una via dorsal sensorial que termina en IC, OF y OFC, y la
segunda, una via ventral afectiva encargada de la evaluacién heddénica y de recompensa de
los estimulos gustativos, se proyecta hacia la zona del estriado ventral, principalmente
amigdala, hipotalamo lateral (HL) y el nlcleo cama de la estria terminalis (BNST) (Norgren,
1976; Hajnal y Norgren, 2005). No obstante, no existe evidencia de que el segundo relevo
de sefiales provenientes de la lengua en roedores, es decir, el PbN, exista en primates
humanos y no humanos. El hecho de la falta de evidencia de este segundo relevo sugiere,
como se menciond anteriormente, que las sefiales provenientes de la periferia llegan al NST
para luego proyectarse directamente hasta el VPMpc (Small y Scott, 2009), y posteriormente
viajar hacia la corteza primaria del sabor donde se evalUa la intensidad e identidad del sabor,
y subsecuentemente, en la OFC comienza la evaluacion de la recompensa de los alimentos,
finalmente estas proyecciones retornan a los ganglios basales, principalmente a estriado
ventral y parte anterior del ndcleo caudado implicados en la evaluacion hedénica y de
recompensa (Rolls, 2015).

Al respecto, una recompensa se define como el componente central del aprendizaje basado
en incentivos, respuestas apropiadas a estimulos y la realizacion de conductas dirigidas
(Haber y Knutson, 2010); la recompensa se traduce en placer, se experimenta en respuesta
a estimulos discretos que producen excitacion y gozo (Adinoff, 2004); y en laboratorio
puede ser definida operacionalmente en términos de preferencia, aversion o respuesta
operante (Hajnal y Norgren, 2005). Por esto no es de sorprenderse que mecanismos
neuronales implicados en el consumo de drogas de adiccion estén también implicados en
el consumo de alimentos y viceversa. Aun asi, la regulacion de las conductas alimenticias,
y por ende las respuestas hedoOnicas alimenticias, son moduladas por multiples
mecanismos periféricos y centrales que directa o indirectamente comunican la informacion
al sistema mesolimbico de la recompensa.

3.1 SISTEMA DE RECOMPENSA

En 1954 fueron identificadas por primera vez areas especificas del cerebro encargadas de
controlar mecanismos de recompensa en la Universidad de McGill. Olds y Milner
desarrollaron un experimento en donde se le permitia a un grupo de ratas estimularse
eléctricamente utilizando un electrodo intracranial, encontraron que estos animales




regresarian para autoestimularse de manera repetitiva, excluyendo en regularmente otras
actividades (Olds y Milner, 1954). En décadas subsecuentes, estructuras cerebrales, vias
neuronales, y neurotransmisores implicados en la recompensa y el reforzamiento fueron
refinados, determinandose dentro del sistema de recompensa tres circuitos (Figura 5): la
primer via es el tracto de fibras mielinizadas que corre del nicleo cama del haz medial del
prosencéfalo (estructuras limbicas subcorticales anteriores al hipotalamo y el area
predptica) hacia VTA, con glutamato como su posible neurotransmisor; la segunda via es
ascendente que sale de VTA hacia NAc y que utiliza dopamina como neurotransmisor;
finalmente, otra mas ascendente que corre de NAc a palido ventral y que usa acido gamma-
aminobutirico (GABA), sustancia P y encefalina como neurotransmisores. Estos tres
circuitos son modulados y reciben aferencias de una variedad de otros neurotransmisores,
incluyendo acetilcolina, endorfinas, serotonina, GABA, glutamato, encefalina, dinorfina, y
elementos neurales que contienen sustancia P (Gardner, 2011).

Figura 5. Sistema de recompensa del cerebro de rata. ABN, nlcleo cama anterior del haz
medial del prosencéfalo; NAc, nacleo accumbens; Amig, amigdala; BNST, nlcleo cama de
la estria terminalis; CRF, factor liberador de corticotropina; DA, sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico ascendente ; Din, haz de fibras neuronales de dinorfina que sale desde
nacelo accumbens; Enk, haz de fibras neuronales de encefalina que sale desde nucelo
accumbensm; CF, corteza frontal; GABA, sistema GABAérgico inhibitorio que hace sinapsis
en el rea tegmental ventral, en ndcleo accumbens y alrededor del locus ceruleo, asi como
también el haz de fibras GABAérgicas que salen de nicleo accumbens; Glu, sistema
glutamatérgico que se origina en la corteza frontal y hace sinapsis en area tegmental ventral
y nacleo accumbens; 5-HT, fibras serotoninérgicas (5-hydroxitriptamina), las cuales tienen
su origen en la parte anterior del nucleo del rafe y se proyectan hacia area tegmental ventral
y nlcleo accumbens; ICSS, componente mielinizado descendente, moderadamente
conductible, del sistema de recompensa,preferentemente activado por estimulacion
intracranial eléctrica; LC, locus ceruleo; NE, fibras noradrenérgicas que se originan en locus
ceruleo y hacen sinapsis en las proximidades del area tegmental ventral; Opioide, sistema
opioide enddgeno que hace sinapsis con area tegmental ventral y nicleo accumbens; PAG,




materia gris periacueductal; Rafe, ndcleo serotoninérgico del rafe en el tallo cerebral; PV,
palido ventral; ATV, &rea tegmental ventral. (Modificado de Gardner, 2011)

Evolutivamente, se piensa que este sistema surgid para favorecer conductas
biologicamente esenciales como la alimentacién, la hidratacion, la conducta sexual,
conductas parentales e interacciones sociales. El refuerzo generado por tales recompensas
naturales explicaria la consolidacion de memorias bioldgicamente esenciales, por ejemplo,
la ubicacion de alimento y comida dentro de cierto rango o el reconocimiento de parejas
potenciales (Gardner, 2011).

Dichas recompensas naturales son el resultado de la estimulacion sensorial, sin embargo,
es dificil determinar el como es extraido el componente afectivo de las recompensas de la
actividad neural sensorial proveniente de los estimulos periféricos, por esta razén, el gusto
es un modelo viable para explorar este problema pues algunos estudios han demostrado
gue cuando se consumen alimentos palatables se activa la via mesolimbica de
recompensa, de hecho, se puede consumir alimento aun después de haber alcanzado los
requerimientos energéticos debido a las propiedades heddnicas de la comida (Alonso-
Alonso et al., 2015).

3.2 SISTEMA MESOLIMBICO DOPAMINERGICO. Anatomia y neurotransmisores.

Dentro de los tres circuitos descritos por Gardner (2011), el segundo, denominado via
mesolimbica dopaminérgica, es considerado el componente clave en la evaluacién de la
recompensa, y a la dopamina como el neurotransmisor crucial, pues la experiencia de
recompensa siempre estd acompafiada por un incremento en su concentracion extracelular.
Esta via se origina en los cuerpos celulares dopaminérgicos de ATV para posteriormente
proyectarse hacia el NAc en el estriado ventral, aunque también se extienden hacia la
amigdala, nucleo cama de la estria terminalis (BNST), area septal lateral e hipotalamo
lateral, y entre estas estructuras, las neuronas dopaminérgicas de NAc y ATV parecen
ocupar un lugar critico (Adinoff, 2004). No obstante, las células dopaminérgicas pueden
proceder de dos importantes sitios que son el ATV y la sustancia nigra pars compacta (SNc),
y aungue la proyeccién de ATV hacia NAc ha sido el centro de atencién en los procesos de
recompensa estudios optogenéticos realizados en ratones transgénicos sugieren que la
recompensa también puede ser inducida por el sistema nigroestriatal dopaminérgico, es
decir, neuronas dopaminérgicas localizadas en la SNc que se proyectan hacia el estriado
dorsal (caudado y putamen) (Rossi et al., 2013; llango et al., 2014)

Tanto el estriado dorsal como el ventral estdn compuestos en su mayoria (90-95%) por
neuronas espinosas medianas GABAérgicas (MSN) las cuales pueden ser clasificadas en
dos grupos dependiendo en su tipo de receptor, por un lado se encuentran aquellas que
expresan el receptor excitador a dopamina unido a proteina Gsjif D1 Y contienen sustancia
P y dinorfina, y por el otro estan las que expresan el receptor inhibidor a dopamina Gi, D2 y
contienen encefalina (Kemp y Powell, 1971; Kawaguchi et al., 1995; lkemoto et al., 2015).
El resto de las células que componen al estriado se dividen en cuatro principales clases de
interneuronas: colinérgicas, indentificadas por la presencia de acetiltransferasa de colina




(ChAT); somatostatina y neuropéptido Y (NPY) asi como la enzima NADPH diaforasa y
oxido nitrico sintasa; y GABAérgicas que expresan expresan algun tipo de proteina de union
a calcio, ya sea parvalbumina o calretenina (Kawaguchi et al., 1995; Tepper y Bolam, 2004)
(Figura 6).
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Figura 6. Esquema de la composicion quimica de las interneuronas del estriado. ACh,
acetilcolina; PV, parvalbimina; CR, -calretenina; NO, o6xido nitrico sintasa; SS,
somatostatina; NPY, neuropéptido Y. Las células CR coinciden ligeramente con células PV
y NO. Modificado de Kawaguchi et al., 1995.

Comunmente las MSNs D; que se proyectan monosinapticamente hacia el segmento
interno del globo pélido (GPi), nacleo entopeduncular (EP), y la sustancia nigra pars
reticulata (SNr) se consideran como parte de la via directa (MSNd) del estriado dorsal,
mientras que las MSNs D que se proyectan hacia la parte externa del globo palido (GPe),
el nucleo subtaldmico (STN), y otras estructuras de los ganglios basales como EP y SNr se
consideran como parte de la via indirecta (MSNi) (Deng et al., 2006; Gerfen y Surmeier,
2011; Wall et al., 2013).

Esta dicotomia de la expresion de receptores D1y D;también se presenta en NAc, sin
embargo, el patron de dispersion de las proyecciones no parece ser tan marcado como en
el estriado dorsal dado que ambas vias inervan principalmente a PV (Lu et al., 1997; Zhou
et al., 2003; Smith et al., 2013). Ademas, tomando en cuenta que el NAc también puede
dividirse anatomicamente en un ndcleo central (NAc Core) rodeado por una vaina externa
(NAc Shell), cabe mencionar que la proporcion de la poblacién de MSNs en NAc Shell que
expresan ambos receptores D; y D2 es mayor (17%) que en NAc Core (6%) (Bertran-
Gonzalez et al., 2008).

Asimismo, cada una de estas dos areas presenta caracteristicas Unicas, por ejemplo,
estudios morfol6gicos en ratas han determinado que la parte de NAc Shell contiene células
mas pequefias y con un menor nimero de dendritas y espinas dendriticas que aquellas
encontradas en NAc Core (Meredith et al., 1992). Molecularmente, existe la tendencia de
una mayor concentracién de subtancia P, calretinina (Prensa et al., 2003), dopamina,
serotonina (Deutch y Cameron, 1992), y receptores de serotonina (Patel et al., 1995). Por
su parte, el NAc Core presenta una mayor concentracion de calbindina (Voorn et al., 1989;
Prensa et al., 2003) y encefalina (Caboche et al., 1993; Rogard et al., 1993). De la misma




manera, existen diferencias en las proyecciones eferentes, por ejemplo, la parte media de
NAc Core se proyecta principalmente hacia la parte dorsolateral ventral de PV, mientras
gue la mayor parte del PV ventromedial se encuentra inervada por la parte media de NAc
Shell (Zahm y Heimer, 1990; Heimer et al., 1991; Usuda et al., 1998; Zhou et al., 2003).

La actividad de las MSNs estriatales es regulada por una gran variedad de conexiones
neuronales entrantes ya que se considera el mayor sitio de integracion de circuitos cortico-
talamicos. Aparte de la densa inervacion procedente de las neuronas dopaminérgicas del
cerebro medio, implicadas en el proceso de recompensa, existen proyecciones
glutamatérgicas excitatorias (Figura 7) provenientes de la corteza prefrontal, amigdala,
hipocampo y talamo (Wall et al., 2013; Yager et al., 2015). De manera mas detallada, el
NAc Shell se encuentra inervado mayormente por la corteza prelimbica ventral, infralimbica,
orbital medial e insular agranular ventral, mientras que NAc Core recibe especialmente
aferencias provenientes de la corteza prelimbica dorsal e insular agranular dorsal (Sesack
et al., 1989; Berendse et al., 1992; Brog et al., 1993; Groenewegen et al., 1996). A su vez,
las proyecciones glutamatérgicas del subiculo ventral del hipocampo inervan
principalmente al NAc Shell, mientras que el subiculo dorsal se proyecta hacia regiones
mas rostrolaterales las cuales incluyen al NAc Core (Brog et al., 1993; Groenewegen et al.,
1996). Mientras tanto, las aferencias glutamatérgicas provenientes de la amigdala surgen
del ndcleo basolateral (BLA) y generan una compleja topografia rostral en NAc Core y
caudal en NAc Shell (Wright et al., 1996). Por altimo, las aferencias talamicas hacia el NAc
Core surgen del nucleo intermediodorsal, en cambio, el NAc Shell se encuentra inervado
por el nacleo paraventricular (Phillipson y Griffiths, 1985; Berendse et al., 1992).

Sumadas a las aferencias glutamatérgicas y dopaminérgicas existen también proyecciones
GABAérgicas provenientes de PV y ATV (Churchill y Kalivas, 1994; Van Bockstaele y Pickel,
1995; Michael et al., 1996; Van Zessen et al., 2012; Tripathi et al., 2013), asi como de
interneuronas estriatales (Kods y Tepper, 1999; Mallet et al., 2005), proyecciones
colinérgicas del tallo cerebral (area tegmental laterodorsal y nucleo pedunculopontino)
(Wang et al.,, 2006; Guo et al.,, 2015) e interneuronas (Dautan et al., 2014, 2016),
innervaciones serotoninérgicas del nucleo dorsal del rafe (Brown y Molliver, 2000), y una
pequefia fraccion de axones noradrenérgicos desde el locus certleo y el NTS (Delfs et al.,
1998), que regulan la actividad de las MSNs estriatales (Figura 7).
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Figura 7. Principales aferencias que regulan la actividad de las neuronas estriatales.
CPF, corteza prefrontal; PV, pdlido ventral; Amig, amigdala; ATV, area tegmental ventral,
PPT, ndcleo pedunculopontino; TLD, nucleo tegmental laterodorsal; Hipp, hipocampo; Glu,
aferencias glutamatérgicas; GABA, aferencias GABAérgicas; NA, aferencias
noradrenérgicas; 5-HT, aferencias sertoninérgicas; ACh, aferencias acetilcolinérgicas.
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3.3 FUNCIONES DEL SISTEMA MESOLIMBICO DOPAMINERGICO EN LA
RECOMPENSA

Como ya se ha mencionado, ciertos procesos de recompensa son mediados por el sistema
mesolimbico dopaminérgico, el cual se compone de proyecciones dopaminérgicas de VTA
hacia el estriado ventral, paralelamente a la proyeccion dopaminérgica nigro-estriatal.
Dentro de este sistema, el estriado funciona como la estacion de entrada de los ganglios
basales, capaz de integrar aferencias corticales, thalamicas y mesencefalicas. No obstante,
pese a ser una estructura continua, diferentes regiones estriatales parecen participar en
distintas redes funcionales, por una parte el NAc esta envuelto dentro de una red limbica y
por otra el estriado dorsal parece estar envuelto en una red asociativa y sensorimotora.

Dentro del estriado, el NAc es considerado el mayor componente del estriado ventral y, por
mucho tiempo, se ha tomado como una estructura clave en la mediacién de procesos
motivacionales y emocionales, un sistema de comunicacion limbico-motor, el punto de
efecto de ciertas drogas psicoactivas, y un punto clave en el control impulsos biolégicos
necesarios para la supervivencia y la reproduccion (Salgado y Kaplitt, 2015). De hecho,
algunos trabajos han demostrado su papel crucial en procesos de locomocion (Gong et al.,
1999; Roberts et al., 2012), aprendizaje (Park et al., 2014; Zhang et al., 2018), motivacion
sexual (Platek y Singh, 2010; Beny-Shefer et al., 2017) y alimentacion (Hernandez y Hoebel,
1988b; Rada et al., 2005; Brown et al., 2011).

No obstante, diversos estudios han demostrado diferencias en el procesamiento neural de
la recompensa entre las subdivisiones anatémicas Core y el Shell. En primera instancia, se
ha observado que la administracion de drogas en contextos incondicionados aumentan la
liberacién de dopamina tanto en NAc Core como en el Shell (Stuber et al., 2005), siendo
mas perceptible este aumento dentro del Shell (Aragona et al., 2008). Aunado a esto,




experimentos con estimulos gustativos incondicionados han demostrado que solo los
estimulos apetitivos (positivos) aumentan la liberacién de dopamina en el Shell, mientras
gue en el Core se puede observar un aumento de dopamina tanto por estimulos apetitivos
como aversivos en ratas “nadive” (Bassareo et al., 2002), lo cual sugiriere que la actividad
dopaminérgica del NAc Shell esta relacionada con una funcién de valencia motivacional
(apetitiva o0 aversiva) y novedad, en tanto que en el NAc Core se relaciona con un rol en la
expresion motivacional (Di Chiara, 2002).

Adicionalmente, modelos de reforzamiento, como el condicionamiento pavloviano e
instrumental, con alimentos (Corbit et al., 2001; Bassareo, Cucca, Frau, et al.,, 2015;
Bassareo, Cucca, Musio, et al., 2015) y drogas psicoestimulantes (Ito et al., 2004; Fenu et
al., 2006; Lecca et al., 2007) han relacionado a la actividad dopaminérgica del NAc Shell
con la formacién de asociaciones positivas entre sefiales predictivas y el valor afectivo del
resultado de una accién, mientras que al NAc Core se le ha relacionado con la seleccién de
acciones oOptimas ante un estimulo, es decir que participa en la seleccion de respuestas
adaptativas.

Del mismo modo al estriado dorsal se le ha implicado en la seleccion de respuestas dirigidas
condicionadas y particularmente se le ha involucrado en la formacion de habito pues se ha
observado que con la repetitiva exposicién a estimulos apetitivos y drogas predomina la
activacion de estructuras dorsales estriatales (Yin et al., 2005, 2008). Interesantemente,
experimentos con lesiones en el estriado dorsal han demostrado una divisién de tareas en
la mediacion del aprendizaje de habilidades pues mientras lesiones en el estriado
dorsomedial inhiben el condicionamiento instrumental dirigido, lesiones en el estriado
dorsolateral interrumpen la formacion de hébitos (Yin et al., 2009).

Sin embrago, la recompensa no sélo implica el reforzamiento, también incluye la excitacion
0 incitacion, estado de motivacibn que conduce a la conducta de acercamiento.
Interesantemente, al sistema mesolimbico dopaminérgico también se le ha implicado en
funciones motivacionales pues parece energizar respuestas condicionadas en un ambiente
en donde se ha llevado a cabo un condicionamiento extendido. Por ejemplo, Wyvell y
Berridge (2000) reportaron que el incremento de la actividad dopaminégica dentro del NAc
Shell aumentaba la motivacion por la recompensa (Wyvell y Berridge, 2001), resultados que
son consistentes con otros trabajos (Pecifia y Berridge, 2013). Para lkemoto, el sistema
dopaminérgico estriatal juega un papel primordial en la regulacion de la excitacién o estados
gue involucran la interaccién reciproca de cuerpo y mente, lo cual permite a los animales
interactuar con el ambiente a fin de procurar estimulos biolégicamente importantes o
escapar del peligro, asi la activacién del sistema mesolimbico dopaminérgico conlleva a un
estado de afecto positivo, un estado que resulta en un aprendizaje de acercamiento o
reforzamiento positivo, de esta manera el afecto positivo se convierte en sinénimo de
recompensa (lkemoto, 2007).

Para terminar con esta seccién es importante recordar que el estriado esta compuesto por
dos vias dopaminérgicas, la directa, que expresa el receptor excitador D; y contienen
sustancia P y dinorfina, y la indirecta, células que expresa el receptor inhibidor D, y
contienen encefalina (Kemp y Powell, 1971; Kawaguchi et al., 1995; lkemoto et al., 2015).
Al respecto, existe considerable evidencia que indica que estas dos vias se encuentran
involucradas en el control de conductas dirigidas, las cuales incluyen la adquisicion de




estimulos compensatorios y la evasion de estimulos aversivos. Por citar algunos ejemplos,
se ha reportado que la activacion optogenética de neuronas D; en el NAc induce efectos
reforzantes positivos, mientras que la excitacion de neuronas D provoca aversion (Kravitz
etal., 2012). De manera similiar, la activacion de neuronas D en el NAc de ratones suprime
la recompensa inducida por cocaina, en tanto que la activacién de las neuronas D: induce
efectos contrarios (Lobo et al., 2010). Y también se ha demostrado que la activacion
optogenética de las MSN D;, pero no las MSN D;, promueven el condicionamiento de
preferencia de lugar con morfina (Koo et al., 2014). Finalmente, cabe resaltar que debido a
las acciones diferenciales de la via directa e indirectas sobre sus areas de proyeccion
resulta ser mas gratificantes una estimulacion simultdnea de ambos receptores en el
estriado ventral que la estimulacion de uno solo (Ikemoto et al., 2015).

4. DOPAMINA'Y ALIMENTOS DULCES

Una de las explicaciones del por qué se consumen preferentemente alimentos dulces esta
en que son mas placenteros. Al respecto, hasta hace poco se consideraba a la dopamina
como el neurotransmisor fundamental en los procesos de recompensa, de hecho, las
primeras investigaciones apuntaban hacia una relacion entre el sistema dopaminérgico y el
estriado, aunque no se determinaba el rol exacto de la dopamina (McCaleb y Myers, 1979;
Church et al., 1987; Hernandez y Hoebel, 1988a). Posteriormente, las investigaciones
encontraron una relacién positiva entre la actividad dopaminérgica y la recompensa del
sabor de la comida (Mark et al., 1991; Hajnal y Norgren, 2001; Bassareo et al., 2002; Small
et al., 2003), actividad que se extiende incluso hacia la identificacién de sefiales predictivas
de la recompensa (Roitman, 2004).

En un contexto evolutivo, la dopamina ha sido asociada con la identificacion del valor
nutricional de los alimentos (McCutcheon, 2015), pues de esta manera se empezé a
identificar a los alimentos dulces como una fuente de energia en forma de carbohidratos,
hipétesis respaldada por diversos trabajos que han asociado la activacion dopaminérgica
dentro del estriado con infusiones de nutrientes (por ejemplo glucosa) en diversas partes
del tracto digestivo, alin en ausencia de sefiales de sabor (Mark et al., 1994; Touzani et al.,
2008; Ren et al., 2010).

Basados en estos hallazgos, que colocan a los alimentos como una potente recompensa
natural, muchos trabajos comparan a la obesidad con la adiccion a las drogas (Volkow y
O’Brien, 2007; Kenny, 2011; Davis et al., 2013; De Jong et al., 2016) y a los alimentos
palatables, particularmente aquellos con alto contenido de azlcares, con drogas adictivas
como la cocaina (Lenoir et al., 2007), considerando la influencia que ambas patologias
tienen sobre las vias dopaminérgicas del cerebro. No obstante, una notable diferencia se
hace evidente entre las drogas y los alimentos, pues mientras las primeras incrementan la
liberacién de dopamina en cada ocasién en que se consumen (Pothos et al., 1991; Wise et
al., 1995; Gardner, 2011), los alimentos inducen una habituacién, provocando que la
liberacién de dopamina se desvanezca y desaparezca con el acceso repetido (Bassareo et
al., 2002). Tras estas observaciones, también se descubrié que, al menos en la rata, una
leve privacion de alimento es suficiente para abolir la habituacién inducida por alimentos




palatables (Bassareo y Di Chiara, 1999), y se empezaron a desarrollar modelos que
elevaban los niveles extracelulares de dopamina cerca del 123% con respecto a los niveles
basales (Rada et al., 2005), ademas de otros cambios tipicos de un fenotipo adictivo como
aumento en la unién al receptor de dopamina D1y una disminucién en los D en varias
partes del estriado (Colantuoni et al., 2001), y una sensibilizacién cruzada del sistema
dopaminérgico con otras drogas (Avena y Hoebel, 2003a, 2003b). Incluso, se ha descrito
un vinculo existente entre la alimentacion compulsiva y alteraciones en la transmisién
dopaminérgica estriatopalidal en ratas obesas pues mostraron que la conducta compulsiva
de la alimentacion esta asociada con una pobre expresion de receptores D, dentro del
estriado (Johnson y Kenny, 2010).

En humanos, la neuroimagen functional ha demostrado que alimentos agradables al
paladar activan diferentes zonas del sistema de recompensa, proyecciones dopaminérgicas
mesolimbicas e incluso zonas profundas del tallo cerebral (Small et al., 2001; Berridge,
2009; Stice et al., 2013), ademas de promover la liberacién de dopamina en el estriado
dorsal dependiendo del placer provocado por la comida (Small et al., 2003). También se ha
observado que personas con sobrepeso presentan una menor activacion en estriado dorsal
después de consumir comidas palatables (Stice et al., 2008) ademas de presentar cambios
neurobiolégicos similares a los que presentan las personas adictas como la disminucién de
la disponibilidad del receptor a dopamina D2 en comparacién con personas delgadas (de
Weijer et al., 2011; Kessler et al., 2014).

Por otro lado, investigaciones que han utilizado modelos de alimentacion simulada con
sucrosa han demostrado que el flujo de dopamina no solo es inducido por el contenido
calorico, sino que también por las propiedades oro sensoriales de los alimentos (Hajnal et
al., 2004), sugiriendo que el sabor dulce es suficientemente gratificante e independiente del
valor nutritivo. Ante este hecho surge la duda de como podrian impactar los NNS al sistema
dopaminérgico pues se ha observado que ratas y ratones muestran un incremento en el
flujo de dopamina en respuesta al consumo libre o inyeccion intraoral de NNS (Mark et al.,
1991; Wheeler et al., 2011; Beeler et al., 2012).

5. SISTEMA OPIOIDE ENDOGENO Y ALIMENTOS DULCES

La conducta alimenticia y la actividad opioide endégena comenzaron a relacionarse a partir
de experimentos en donde se observd que, tanto la inyeccion central de opioides
enddgenos (Grandison y Guidotti, 1977; Katz, 1980), como la inyeccion sistémica de
agonistas opioides incrementaban el consumo de alimento (Kumar et al., 1971) y que la
administracion de antagonistas tales como la naloxona reducia la ingesta de alimentos
(Brands et al., 1979; King et al., 1979; Lowy et al., 1981). Al mismo tiempo se descubriria
que roedores genéticamente obesos presentaban niveles elevados de 3-endorfinas en la
glandula pituitaria (Margules et al., 1978), y curiosamente, los efectos supresores de la
naloxona sobre la alimentacion serian aun mayores sobre estos animales. Al respecto,
recientemente se demostro que la conducta alimenticia provoca la liberacion de opioides
endogenos dentro del cerebro independientemente del tipo de alimento (Tuulari et al.,
2017), a pesar de que anteriormente se habia relacionado la actividad opioide enddgena




con la ingesta de sustancias dulces (Yamamoto et al., 2000). Sin embargo, cabe resaltar la
existencia de evidencia clinica que asocia la exposicion prolongada al consumo de opioides
con un incremento en el consumo de azucar y la ganancia de peso (Mysels y Sullivan,
2011).

La evidencia sugiere que el sistema opioide enddgeno, el cual esta compuesto por multiples
familias de péptidos tales como endorfinas, encefalinas, dinorfinas y orfanina FQ asi como
sus multiples subtipos de receptores (u, 8, K, ORL1) (Kelley et al., 2002), esta implicado en
la regulacion de la conducta alimenticia pero sobre todo en el impacto gratificante de los
alimentos palatables (Giuliano y Cottone, 2015). Y es que, aunque la dopamina se ha
considerado como el principal neurotransmisor responsable de los procesos de
recompensa, trabajos como el de lkemoto y Panksepp (1999), en donde observaron que el
blogueo de receptores de dopamina en NAc interrumpe la bdsqueda de sucrosa pero no su
consumo (Ikemoto y Panksepp, 1999), cuestionan el papel esencial de la dopamina dentro
de estos procesos.

Ante estos resultados, lkemoto sugiere que el placer no es un proceso unitario y en
consecuencia plantea la existencia de al menos dos tipos de placer, ante lo cual el placer
sensorial apareceria independientemente de la actividad dopaminérgica. En linea con estos
resultados, también se ha observado una preferencia por soluciones dulces sobre el agua
en ratones deficientes de dopamina (Cannon y Palmiter, 2003). Ademas, lesiones inducidas
mediante 6-OHDA en el ATV que provocan una disminucion de dopamina en el NAc y el
estriado, causan una reduccién en la conducta motora pero sin alterar las “expresiones
faciales de placer”, reacciones heddnicas del gusto medidas con la prueba de reactividad
al gusto, sugiriendo que la hedonia no estaria regulada por la dopamina (Berridge y
Robinson, 1998).

De esta manera, Kent Berridge y colaboradores proponen que la recompensa inducida por
la comida esta compuesta de tres procesos: el gustar (la hedonia, o el placer de la comida),
el querer (motivacion incentiva) y el reforzamiento del aprendizaje (Berridge, 1996; Berridge
y Robinson, 1998; Berridge et al., 2010). En este caso, el circuito encargado de la
motivacién y el reforzamiento de aprendizaje seria el dopaminérgico, en tanto que el
sistema opioide enddgeno participaria en las respuestas hedonicas y en menor medida
también en la motivacién (Nicola, 2016).

Esta teoria surge a partir de experimentos en donde se observé que la exposicién sistémica
a drogas opioides incrementaba las reacciones heddnicas hacia sustancias dulces como la
sucrosa, y de manera similar, también aumentaba el apetito (Rideout y Parker, 1996).
Posteriormente, tratando de descubrir el origen de estas respuestas heddnicas, Kent
Berridge y colaboradores descubrieron puntos calientes heddnicos (hedonic hotspot) en el
cerebro, las cuales son zonas dentro de estructuras limbicas, en especial en PV Y NAc
(Figura 8), zonas en donde la estimulacién de los receptores opioides p incrementan
dramaticamente las reacciones hedonicas a sabores dulces (Pecina, 2005; Pecifia et al.,
2006; Pecifia y Berridge, 2013).




Punto caliente hedénico
Incrementa las Disminuye la
reacciones de gustar aversion

Punto frio hedénico
Diminuye las
reacciones de gustar

Punto caliente del "querer”
Incrementa el consuo
de alimento

Figura 8. "Puntos calientes" hedonicos en el nicleo accumbens. Los agonistas de los
receptores opioides [ que incrementan el consumo de alimento se encuentran restringidos
a una especifica porcion del NAc Shell (el cuadrante rostrocaudal del NAc Shell medial), el
cual presenta una alta densidad de estos receptores. El punto caliente heddnico que
incrementa las reacciones del “gusto” es tan sélo del tamafio de un milimetro cubico. Un
pequefio “punto frio” heddnico suprime las expresiones del gusto provocadas por la glucosa.

Modificado de Pecifia y Berridge, 2005.

La evidencia sugiere que la sefial opioide que llega a los receptores | presentes en las
MSN que conforman al estriado ventral, muchas de las cuales contienen encefalina y una
gran mayoria de sus axones colaterales contienen niveles elevados de encefalina y B-
endorfinas en sus terminales axonales (Kelley et al., 2002), controla la liberacién de
dopamina en ultima instancia (Tanda y Di Chiara, 1998), involucrando asi los tres procesos
de la recompensa inducida por la alimentacion.

Bajo este paradigma en donde el sistema opioide enddgeno controla la alimentacion
hedonica se ha tratado de explicar la alimentaciéon compulsiva o “adiccién a la comida”,
pues se ha encontrado que los receptores opioides U estan fuertemente involucrados en
pacientes que sufren del trastorno compulsivo de alimentacion (Binge-eating Desorder;
BED) (Nathan y Bullmore, 2009), ademas de una reduccién en la disponibilidad del receptor
H-opioide en mujeres con sobrepeso en comparacioén con mujeres de peso normal (Karlsson
et al., 2015).

Bajo la misma linea, trabajos con roedores que utilizan modelos de alimentacién compulsiva
inducida por el acceso limitado a un alimento altamente palatable como el azlcar, se ha
demostrado que se puede inducir un fenotipo tipico de las adicciones. En tan sélo unas
semanas bajo este régimen de alimentacion, las ratas manifestaron signos de
“abstienencia” opiacea en respuesta a la administracion de naloxona (3 mg/kg s. c.)
probando de esta manera el involucramiento de opioides y sugiriendo una “dependencia”
(Colantuoni et al., 2002). De la misma manera, los sintomas de abstinencia fueron evidentes




cuando la comida o el azucar era retirada por 24 horas (Colantuoni et al., 2002; Avena et
al., 2008). Por otro lado, un analisis cuantitativo con PCR y evidencia autoradiografica
reportaron una disminucion del ARNm de encefalina (Spangler et al., 2004) y una regulacion
positiva de la unién al receptor opioide 1 en el NAc (Colantuoni et al., 2001). Esto podria
significar que la repetida exposicion a los atracones de azucar provoca la liberacion de
opioides, tales como encefalinas o B-endorfinas, y el cerebro lo compensa con la
disminucion de la expresién menos de estos péptidos en ciertas regiones y expresando una
mayor cantidad de receptores u (Hoebel et al., 2009).

Respecto a los NNS, seria interesante investigar si el componente oral de la dulzura es
suficiente para producir cambios dentro del sistema opioide o también provocar
dependencia. En relacion a esto Gltimo, se sabe que los niveles de B-endorfinas se elevan
en el fluido cerebroespinal y el plasma tras el consumo de sustancias dulces,
independientemente del contenido caldrico (Yamamoto et al., 2000). Ademas, dentro de la
clinica, el consumo de alimentos dulces ha sido asociado con la analgesia en humanos, y
se ha postulado que es el sabor, y no la sustancia en si misma, lo que causa esta analgesia
(Barr et al., 1999). También es importante resaltar los resultados de trabajos que han
demostrado que el valor de recompensa del sabor dulce, incluso en ausencia de calorias,
puede llegar a ser mas alto que el provocado por algunas drogas como cocaina, nicotina,
anfetaminas, e incluso heroina (Lenoir et al., 2007, 2013; Caprioli et al., 2015; Huynh et al.,
2017), ejemplo de ello es que cuando a ratas se les da la opcion de elegir entre alguna de
estas drogas y sacarina, la mayoria de las veces elegiran sacarina, y aunque también se
ha reportado que no siempre sucede este fendmeno (Vanhille et al., 2015), la eleccién por
consumir sacarina no es sobrepasada aun cuando se incrementan las dosis (Lenoir et al.,
2007; Caprioli et al., 2015) o por el aumento en el historial del consumo de la droga (Huynh
etal., 2017), excepto en el caso de los opidceos en donde se ha demostrado que un acceso
extendido a heroina puede aumentar la eleccién por esta droga (Lenoir et al., 2013). Esto
quizas se deba a que ambos estimulos comparten el mismo sistema de receptores
provocando una inhibicion competitiva.

6. SISTEMA HOMEOSTATICO Y ALIMENTOS DULCES

El objetivo de este trabajo es evaluar el impacto que tienen las sustancias dulces sobre los
sistemas neuronales que controlan las conductas hedénicas pues se considera que “la
alimentacion heddnica es el consumo de alimentos palatables (los cuales son altamente
caloricos, es decir que contienen grandes cantidades de azUcares y/o azlcares) en
ausencia de déficit nutrimental” (Nicola, 2016). En este sentido, tradicionalmente se ha
hecho una separacién de estudio entre los mecanismos heddnicos y aquellos que regulan
el balance energético, u homeostatico, para explicar el consumo de tales alimentos. Y como
ya se ha mencionado anteriormente, los sistemas candidatos para el control de los
mecanismos heddnicos de la alimentacion son el sistema opioide endbégeno y el sistema
mesolimbico dopaminérgico, no obstante, existe evidencia que sugiere que estos sistemas
no son enteramente responsables de consumir de alimentos més alla de las necesidades
homeostaticas. De hecho, las neuronas dopaminérgicas se encuentran fuertemente
reguladas por sefiales que reflejan el balance nutrimental, por ejemplo, sefiales que




comunmente reportan balance energético negativo y promueven el apetito, tales como
orexinas/hipocretinas (Espafa et al., 2011; Patyal et al., 2012), grelina (Quarta et al., 2009;
Cone et al., 2014, 2015), neuropéptido Y (NPY) (Quarta et al., 2009) y el neuropéptido
relacionado con agouti (AgRP) (Davis et al., 2011) incrementan la actividad dopaminérgica
mesolimbica; por otro lado, sefiales que reportan balance energético positivo y reducen el
apetito, como el péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) (Egecioglu et al., 2013),
colecistoquinina (Helm et al., 2003), insulina (Mebel et al., 2012; Labouébe et al., 2013) y
leptina (Fulton et al., 2006; Perry et al., 2010; Domingos et al., 2011) tienden a reducir la
actividad dopaminérgica mesolimbica.

El sistema homeostéatico, que regula los patrones de alimentacion basados en las
necesidades energéticas y la evidencia apunta a que, dentro del cerebro, el hipotalamo es
la zona responsable de la regulacién homeostatica de la energia. En el nlcleo arqueado
hipotalamico (Arc) existen dos poblaciones neuronales que son preponderadamente
estudiadas en el contexto alimentacion homeostatica y ejercen mecanismos opuestos sobre
la ingesta de alimentos: un grupo produce el neuropéptido orexigénico NPY y AgRP, en
tanto que el segundo grupo de neuronas expresa los neuropéptidos anorexigénicos
proopiomelanocotina (POMC) y el transcrito regulado por cocaina y anfetamina (Roh et al.,
2016).

Las neuronas productoras de AgRP son activadas por el ayuno. La ablacion genética de
neuronas AgRP causa anorexia e inanicion en ratones adultos (Gropp et al., 2005), y en
ratones alimentados, la estimulacion optogenética aguda (Betley et al., 2015) o la
estimulacion quimiogenética inducen alimentacion y conducta dirigida a la alimentacion que
imita la conducta de animales en ayuno (Nakajima et al., 2016). Asimismo, las neuronas
AgPR expresan receptores para una variedad de moléculas, tanto producidas localmente
como circulantes, incluyendo leptina, grelina, NPY y melanocortinas (Rossi y Stuber, 2018).

Las neuronas POMC estan entremezcladas y tienen una conectividad aferente y eferente
similar a las neuronas AgRP (Wang et al., 2015). Se piensa que las neuronas POMC del
Arc son funcionalmente opuestas a las neuronas AgRP, co-expresan receptores a B-
endorfinas y al transcrito regulado por cocaina y anfetamina y son sensibles a hormonas
circulantes como leptina e insulina (Rossi y Stuber, 2018), ya que se ha observado que la
leptina induce la expresion del gen de expresion temprana Fos en las neuronas POMC
(Elias et al., 1999). Por otro lado, la ablacién de las neuronas POMC provoca hiperfagia y
obesidad en ratones (Zhan et al., 2013). Al mismo tiempo, la activacion prolongada de estas
células suprime la alimentacion a través de la activacion de receptores de melanocortinas
y reduce el peso corporal (Aponte et al., 2011). Sumado a esto, las neuronas POMC tienen
proyecciones hacia otras areas neuronales dentro del hip6talamo, tales como el ndcleo
paraventricular (NPV), hipotalamo ventromedial (HVM) y el hipotalamo lateral (HL),
implicadas en la regulacion de la alimentacion (Bouret, 2004).

Evidencia reciente sugiere que el consumo de azlcar afecta diferencialmente estas dos
vias opuestas. En ratones, tras una ingesta previa de sucrosa, se observo un aumento en
el consumo de alimento, acompafiado de una reduccién en la expresion del NPY y AgRP
en el Arc inmediatamente después de la ingesta de azucar. No obstante, 30-60 minutos
después de la ingesta e inmediatamente antes del consumo de alimento, los ratones
mostraron un incremento de ambos péptidos, potenciando la ingesta calorica (Gaysinskaya




etal., 2011). En otro estudio, ratones mantenidos bajo una dieta rica en grasas y con acceso
limitado a una solucion de sucrosa presentaron una disminucion en la sintesis de ARNm de
POMC en el hipotalamo. Adicionalmente, estos ratones consumieron una mayor cantidad
grasas en los dias en que la soluciéon de azlcar estaba disponible, sugiriendo que la
reduccion en la sefalizacion pudiera facilitar la hiperfagia (Mitra et al., 2010).

Por su parte, pocos trabajos han sido realizados sobre los efectos que puedan provocar los
NNS en el cerebro y en especial sobre el sistema homeostéatico. Para citar un par de
ejemplos se encuetra el estudio de Fukushima y colaboradores en 2014, en donde midieron
la actividad de neuronas productoras de la hormona concentradora de melanina (MCH) y
orexina en LH, ambos péptidos orexigénicos, en ratas privadas de alimento en respuesta al
consumo de glucosa, sacarina 0 agua, a través de la expresion de la proteina de unién al
elemento de respuesta de AMP ciclico fosforilado (pCREB), y se encontré que solo la
glucosa redujo la expresion de pCREB en neuronas MCH en todas las ratas, en tanto que
la glucosa y la sacarina, pero no el agua, redujeron significativamente la expresion de
pCREB en neuronas orexinérgicas de ratas hembra (Fukushima et al., 2014). Y, de manera
similiar, Alcaraz-Iborra y colaboradores (2014) se encontraron que el consumo compulsivo
tanto de sucrosa como de sacarina provoca una reduccion en la expresion del ARNm de
orexina en el LH de ratones (Alcaraz-Iborra et al., 2014).

Ademdas de los mecanismo centrales aqui descritos, el consumo de alimento también se
encuentra modulado por multiples sefiales periféricas (Figura 9), entre las cuales se
incluyen péptido y hormonas (p. €j., leptina, insulina, colecistoquinina, grelina) secretadas
por los intestinos, higado, estomago, pancreas y tejido adiposo, sefiales que son integradas
en el Arc, a través de las vias aferentes del nervio vago o a través de la barrera hemato-
encefélica (Shima et al., 1990; Heijboer et al., 2006). Las sefiales originadas por los
nutrientes son también transportadas hacia el hipotdlamo y otras areas del cerebro; no
obstante, cabe mencionar que las diferentes estructuras moleculares de los azlcares
resultan en diferentes perfiles de secrecioén gastrointestinal, induciendo efectos metabdlicos
y endécrinos diferentes tanto a nivel periférico (p. €j., higado e intestinos) como central
(hipotalamo) (Shima et al., 1990; Cha et al., 2008).
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Figura 9. El cerebro percibe las sefiales metabdlicas periféricas a través de hormonas
(insulina, leptina y demas) y nutrientes (glucosa) para regular el metabolismo de la glucosa.
Los sitios de convergencia de estas sefiales metabdlicas son el hipotdlamo y el tallo
cerebral. El sistema nervioso autbnomo interviene en el cerebro y drganos metabdlicos
periféricos para modular la secrecién, produccion hepatica de glucosa y absorcién muscular
de glucosa. AP, éarea postrema; Arc, nlcleo hipotalamico arqueado; BLM, médula
basolateral; DMN, nlcleo hipotaldmico dorsomedial; HL, nacleo hipotalamico lateral; NTS,
nacleo del tracto solitario; SNS, sistema nervioso simpético; SNP, sistema nervioso
parasimpatico; PVN, ndcleo hipotaldmico paraventricular; VHM, hipotalamo ventromedial.

La respuesta fisiolégica normal ante el consumo de carbohidratos incluye la secrecién de
hormonas como la insulina, colecistoquinina (CCK), polipétido Y (PPY), péptido similar al
glucagon tipo 1 (GLP-1), polipétptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP). El
mecanismo empieza cuando los receptores T1R2-T1R3 de la lengua son activados por la
glucosa y se inicia la fase cefélica, proceso que se refiere a la liberacion de insulina en
respuesta a la estimulacion sensorial en anticipacion a la absorcién de nutriente (Pearlman
etal., 2017). Tras la ingestion de azucares se presenta un aumento de glucosa en la sangre
y las células enteroenddcrinas del intestino delgado aumentan la secrecién de GLP-1, GIP,
PYY y en menor medida CCK, las cuales estimulan a las células pancreaticas beta para
aumentar la secrecién de insulina y promueven el consumo celular de glucosa para obtener
energia (Suzuki et al., 2012; Depoortere, 2015).

Se sabe que la deteccion de azucares en las células entéricas se realiza a través de
receptores unidos a proteina G (GPCR) y también por transportadores de azucar (p. €j.
GLUT2, GLUTS5, SGLT1 [cotransportador de sodio-glucosa 1] y SLGT8) (Ochoa et al.,
2014). De hecho, desde la demostracion de la presencia de receptores T1R2-T1R3 en las




células del tracto gastrointestinal en roedores (Hofer et al., 1996) y en lineas celulares de
enteroenddcrinas de humano (Rozengurt et al., 2006) se ha cuestionado la participacion de
estos receptores en las respuestas fisioldgicas y la conducta alimenticia en el humano pues
datos de estudios in vitro han demostrado un incremento en la absorcion de glucosa
después de un tratamiento con NNS en ratones (Mace et al., 2007); sin embargo, en
trabajos posteriores con humanos no han sido confirmados estos resultados (Bryant et al.,
2014; Sylvetsky y Rother, 2016) y tampoco se encontraron diferencias en la liberacion de
incretinas o el nivel de glucosa tras la administracion intragastrica o duodenal de NNS en
humanos (Ma et al., 2010; Steinert et al., 2011) , e inclusive, algunos autores han reportado
una disminucién en la liberacion de incretinas tras el consumo de NNS en comparacion con
la glucosa (Wu et al., 2012). En definitiva, los resultados obtenidos de los estudios que
abordan los efectos de los NNS sobre el metabolismo de la glucosa o la liberacién de
incretinas y por tanto su efecto sobre la conducta alimenticia ain son contradictorios, tal
como lo menciona (Romo-Romo et al., 2016).




JUSTIFICACION

Debido a que se ha establecido una asociacién entre el consumo de azlcar y efectos
negativos en la salud de los consumidores (sobrepeso, obesidad, diabetes tipo 2, sindrome
metabdlico) los edulcorantes no nutritivos han surgido como una alternativa benéfica
(Swithers, 2013), sin embargo, son pocos los estudios que se han realizado respecto al
efecto que tienen los edulcorantes, o sustitutos de azucar, sobre el sistema de recompensa
pues la mayoria se ha enfocado en otros aspectos de la salud del consumidor (Figlewicz et
al., 2009; Anton et al., 2010). Al respecto, existen estudios que reportan niveles elevados
de dopamina en el NAc de ratas después de consumir azicar de manera cronica (Rada et
al., 2005), e incluso, cuando a las ratas se les expone a un consumo intermitente de azucar
llegan a desarrollar sintomas de dependencia (Avena et al., 2005). Por otra parte, y de
manera interesante, han surgido trabajos que sugieren que el estimulo hedénico producido
por la dulcificacién intensa tiene mayor relevancia que el placer producido por una droga
tan potente como la cocaina, pues cuando a ratas se les da a elegir entre una solucién de
sacarina y una inyeccioén intravenosa de cocaina optan por consumir el edulcorante (Lenoir
et al., 2007). Finalmente, es relevante mencionar que existen reportes de que la etapa de
mayor sensibilidad del sistema de recompensa es en la adolescencia (Naneix et al., 2016).
Tomando todo esto en cuenta es necesario desarrollar trabajos que nos ayuden a dilucidar
el impacto que pueda tener un estimulo crénico producido por una sustancia dulce, aunque
sin aporte de calorias, sobre puntos hedénicos como el NAc y estriado dorsal.




HIPOTESIS

Si el extracto de Stevia y Acesulfame-K activan el sistema mesolimbico de la
recompensa, entonces se observara una preferencia de consumo de edulcorantes
ademas de una mayor expresion del factor de transcripcion AFosB, tanto en nicleo
accumbens como en estriado dorsal.




OBJETIVOS

General

- Evaluar el consumo de extracto de estevia, acesulfame K y su efecto sobre el
sistema de recompensa mediante la deteccion del factor de transcripcion AFosB en
ratas macho de la cepa Wistar adolescentes.

Especificos

- Determinar el consumo y prefencia de dos edulcorantes como el extracto de estevia
y acesulfame K en ratas macho adolescentes

- Detectar y cuantificar la inmunoreactividad basal a AFosB en el NAc y estriado de
ratas macho adolescentes.

- Detectar y cuantificar la inmunoreactividad a AFosB en el NAc y estriado de ratas
macho adolescentes y con consumo de extracto de estevia y acesulfame K.

- Evaluar si los edulcorantes influyen en el consumo de alimento y en el peso de los
individuos expuestos a su consumo.




MATERIALES Y METODO
1. ANIMALES Y CONDICIONES DE ALOJAMIENTO

Se trabajé con ratas macho adolescentes (28-46 dias postnatales) de la cepa Wistar (Spear,
2000), obtenidos mediante cruza en el cuarto de unidad experimental del Hospital de
Grandes Especies de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, los cuales fueron
manejados conforme a la NOM-062-Z00-1999 (Figura 10). Los animales se mantuvieron
alojados en contenedores de acrilico con cama de viruta, ciclo invertido de luz/oscuridad de
12 horas, temperatura (21° C) y humedad controladas, agua purificada y dieta estandar
(Purina Rodent Laboratory Chow 5001) ad libitum hasta el inicio del experimento.

Figura 10. Animales alojados en contenedores de acrilico con sus respectivos bebederos.

2. OBTENCION DE CAMADAS

Para obtener las crias con las cuales se trabajaria se colocé a un macho de la cepa Wistar
en etapa reproductiva junto con tres hembras adultas de la misma cepa pero sin
consanguinidad durante 16 dias. Al final de este periodo se retiré al macho y se confirmé la
prefiez de las hembras. Posteriormente se destetaron las crias al dia 21 postnatal y al dia
30 postnatal se asignaron a algin grupo experimental.




3. GRUPOS Y CONSUMO DE EDULCORANTES

Desde los 30 hasta los 50 dias postnatales (DPN), los machos adolescentes fueron alojados
individualmente en cajas de acrilico, bajo las mismas condiciones ambientales de luz y
humedad, alimento ad libitum, y fueron asignados a uno de los siguientes 5 grupos (Figura
11), donde contaron con acceso a una solucion de edulcorante no calorico (extracto de
Stevia 0 Acesulfame-K), cuya concentracion fue elegida con base en reportes anteriores
(Swithers et al., 2009; Sclafani et al., 2010), bajo dos condiciones de consumo distintas
(obligado y libre eleccion):

1.

2.

Grupo control (CON) (n=8): contaron con acceso continuo a dos bebederos con el
mismo volumen de agua.

Grupo eleccion libre de extracto de Stevia (ELS 0.2%) (n=8): contaron con acceso
continuo a un bebedero con agua y otro adicional con el mismo volumen de solucién
al 0.2% de extracto de Stevia (Gapelli Ingredients, México).

Grupo consumo obligado de extracto de Stevia (COS 0.2%) (n=8): tuvieron acceso
continuo a dos bebederos con el mismo volumen de solucion al 0.2%de extracto de
Stevia (Gapelli Ingredients, México).

Grupo eleccion libre de Acesulfame-K (ELAcK 0.2%) (n=8): contaron con acceso
continuo a un bebedero con agua y otro adicional con el mismo volumen de solucién
al 0.2% de Acesulfame-K (Carbo Aquimex, México).

Grupo consumo de Acesulfame K (COAcK 0.2%) (n=8): tuvieron acceso constante
a dos bebederos con solucién al 0.2% de Acesulfame-K (Carbo Aquimex, México).

| Analisis inmuhohistoquimico ‘

Consumo de edulcorantes

| | | 7

= ELS 0.2% C050.2% ELAcK 0.2% COAcK 0.2%

Figura 11. Representacion esquematica del disefio experimental. Los machos
adolescentes fueron divididos en cinco grupos con acceso a uno de dos edulcorantes no
caldricos bajo dos condiciones distintas durante 20 dias (30 DPN-50 DPN). Los animales
fueron sacrificados al final del tratamiento y se extrajo su cerebro para el analisis
inmunohistoquimico. CON, control; ELS 0.2%, eleccidn libre de extracto de Stevia; COS
0.2%, consumo obligado de extracto de Stevia; ELAck 0.2%, eleccién de Acesulfame-K;
COACcK 0.2%, consumo obligado de Acesulfame-K.




El consumo de liquidos fue medido diariamente mediante el peso del bebedero con y sin
liquido y fue registrado en mililitros. De la misma manera, el peso y el consumo de alimento
fue medido diariamente durante los 20 dias de tratamiento y se registraron en gramos. La
fase conductual del experimento se realiz6 en el cuarto de unidad experimental del Hospital
de Grandes Especies de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, una hora antes o
después del inicio del periodo de oscuridad. Al finalizar el tratamiento, los animales fueron
sacrificados y su cerebro fue extraido para el analisis inmunohistoquimico. El tamafio de
grupo se calculé de tal manera que los datos fueran representativos y tratando de sacrificar
la menor cantidad posible de animales.

4. ANALSIS INMUNOHISTOQUIMICO

En el altimo dia de tratamiento, las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (63
mg/kg) via intraperitoneal y perfundidas con solucion salina (0.9%) seguida de
paraformaldehido (4%) en buffer de fosfato (PB) 0.1 M pH 7.4. Los cerebros fueron
removidos y mantenidos en solucion fijadora durante una noche para después ser tratados
en concentraciones ascendentes de soluciones de sucrosa (10, 20 y 30%). Secciones
coronales de 40 um fueron obtenidas del NAc y estriado dorsal (bregma +2.5 a +1.00 mm)
(Figura 12) (Paxinos y Watson, 2007) usando un criostato (Hyrax C25 Microm; Zeiss,
Mainz, Alemania) y colocados en flotacion en un medio de PB 0.1 M.




Figura 12. Esquema del corte coronal que representa las areas de interés del experimento.
Los cuadros dibujados en el lado derecho representan las zonas de conteo de las células
inmunorreactivas a AFosB. CC, cuerpo calloso; CPu, caudado putamen; NAcC, nlecleo
accumbens core; NAcS, Nucleo accumbens Shell.

Cuatro cortes fueron seleccionados y se procedid a hacer cuatro lavados de 10 minutos con
PB 0.1M. Tras los lavados, los cortes se mantuvieron en solucion al 0.5% de peréxido de
hidrogeno por 10 minutos. Seguidamente, se hicieron otros cuatro lavados y se incubaron
los cortes en una solucién de bloqueo (3% de suero de cabra y 0.3% de Tritdbn X-100)
durante 1 hora. Posteriormente, los cortes fueron incubados en una solucién 1:500 de
anticuerpo primario de conejo anti FosB (sc-48; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
California, EUA) en PB 0.1M con 0.3% de Tritén X-100 por 96 horas a 4°C.

Transcurrido este tiempo, se hicieron otros cuatro lavados con PB 0.1M y los cortes fueron
incubados en una solucién 1:250 de anticuerpo secundario biotinilado de cabra anti IgG de
conejo (B2770; Life Technologies, Waltham, Massachusetts, USA) por 2 horas a
temperatura ambiente. Luego se sustituy6 esta solucién con un complejo de avidina-biotina-
peroxidasa (PK-6100; Vector Laboratories, Burlingame, California, EUA) y los cortes se
incubaron por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, tras cuatro lavados con PB 0.1M,
el marcaje fue revelado con 0.06% de diaminobenzidina (D3939-1SET; Sigma-Aldrich, San
Luis, Missouri, EUA), 1% de niquel (577995-5G; Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) y
1% de cobalto (203076-5G; Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) y 0.07% de peréxido
de hidrégeno en PB 0.1M, la reaccion se dejo actuar hasta observar presencia de marcaje.
Este procedimiento es una modificacién de la técnica de inmunohistoquimica reportada por
(Venebra-Munoz et al., 2014)

Tras el revelado, los cortes fueron montados en portaobjetos gelatinizados, deshidratados
en concentraciones ascendentes de alcohol (60%, 70% y 90%), cubiertos con resina
sintética y etiquetados. Microfotografias digitales con un area de 13 300 pum? fueron
tomadas con ayuda de un microscopio 6ptico con camara digital (Motic DMB3-223;
Richmond, Columbia Britanica, Canadd). El conteo se realizé usando el programa digital




ImageJ 1.43 (2010, NIH, Bethesda, Maryland, USA) y se hizo un conteo de células
inmunoreactivas. El andlisis inmunohitoquimico se realiz6 en el Laboratorio de Conducta

Animal de la Facultad de Ciencias.

5. VARIABLES DE ESTUDIO

- Independientes: edad, tratamiento, tiempo de consumo.
- Dependientes: consumo de liquidos, preferencia, consumo de alimento, peso,

expresion de AFosB.

Tabla 3. Listado y clasificaciéon de las variables consideradas en el estudio.

Variable Tipo de variable Escala de medicion
Edad Cualitativa DPN
Ordinal

Tratamiento Cualitativa Nominal
Tiempo de consumo Cuantitativa continua Dias
Preferencia Cuantitativa continua mi
Consumo liquidos Cuantitativa continua mi
Consumo alimento Cuantitativa continua g
Peso Cuantitativa continua g

Expresion de AFosB.

Cuantitativa discreta

No. de células marcadas



6. ANALSIS DE DATOS

El disefio experimental es un disefio completamente aleatorio. Todos los valores estan
expresados como mediaterror estandar. El analisis estadistico de los datos del peso fueron
evaluados mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA) y un valor de P<0.05, las
diferencias entre grupos fueron analizadas mediante una prueba post hoc de Tuckey con
un valor de P<0.05. Los datos conductuales como la ingesta de liquidos y el consumo de
alimento fueron analizados usando una ANOVA de dos vias (Tratamiento x Dias) de
medidas repetidas (P<0.05) y una prueba post hoc LSD de Fisher para las comparaciones
entre grupos. Ademas se realizé un analisis de correlacion de Pearson (P<0.05) entre las
variables de consumo. Finalmente, los valores obtenidos del conteo de células
inmunorreactivas se analizaron mediante una prueba ANOVA de una via y un valor de P<
0.05, cuando se encontraron diferencias se utilizé6 una prueba post hoc de Tukey con un
valor de P<0.05 para encontrar diferencias significativas entre grupos. Todos los andlisis se
realizaron usando el programa GraphPad Prism (v 6.01; GraphPad software, Inc.,
California, USA).
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Abstract

Based on the association between the high consumption of sugar-sweetened beverages and the development of chronic
diseases such as overweight, obesity, type 2 diabetes, metabolic syndrome, and cardiovascular diseases, non-nutritive
sweeteners appeared as a beneficial alternative. The drive to consume palatable food goes beyond the need to satisfy
hunger since sugar can activate the same mesolimbic reward pathway as recreational drugs, even developing an addiction-
like phenotype related to opioid dependence. Thus, the forthcoming question is whether the non-nutritive sweeteners
may be able to establish addictive behaviors despite their caloric lack. The objective of this review is to identify the effects

of non-nutritive sweeteners on the reward pathway, based on animal models and outlining those realized in humans.

Introduction
Sweeteners are natural or artificial food additives many times sweeter than sugar yet offer less or no energy when ingested
[1], non-nutritive sweeteners (NNS) provide no energy when consumed [2]. Regarding the legal aspects of the distribution

and use of sweeteners in different parts of the world, the Food and Drug Administration (FDA) in the United States has
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approved six artificial sweeteners: sucralose, aspartame, saccharin, acesulfame-k, neotame, and adventame; and two
natural sweeteners: steviol glycosides and Luo Hang Guo extract, labeled as “generally recognized as safe” (GRAS)[3]. In
Europe, the European Food Safety Authority (EFSA) approved acesulfame-k, aspartame, aspartame-acesulfame salt,
cyclamate, neohesperidin dihydrochalcone, saccharin, sucralose, thaumatin, neotame and steviol glycosides [4].

Based on the association between the high consumption of sugar-sweetened beverages and the development of chronic
diseases such as overweight, obesity, type 2 diabetes, metabolic syndrome, and cardiovascular diseases, NNS appeared
as a beneficial alternative [5]. These substances are ubiquitous and found in a wide range of products, including a wide
variety of foods, drinks, diet beverages, drugs and hygiene products [1]. Between 1999 and 2004 more than 6, 000 new
products containing at least one artificial sweetener were launched in the United States [6]. Likewise, an annual growth
in the intake of NNS at approximately 5.1% per year from 2008-2015 was registered between 2008-2015, mainly in Latin
America and China [7].

The drive to consume palatable food goes beyond the need to satisfy hunger since sugar can activate the same mesolimbic
reward pathway as recreational drugs do, such as alcohol, nicotine, cocaine, heroin, etc., [8]. The overlapping of these
brain pathways leads to the conclusion that at some point in evolution the establishment of reward mechanisms by
nutritive foods was necessary, thus when found, their intake triggered the activation of hedonic hotspots leading to an
enhanced intake and therefore allowing the survival during long-lasting starvation [9]. Considering sugar’s hedonic
properties and the increasing NNS consumption, the following questions arose: do palatable but non-nutritive foods

activate the reward pathway as sugar? If so, can addictive behaviors be stimulated as well?

Taste perception

To survive in the environment, mammals developed diverse mechanisms that could help to maintain the organism’s
integrity. The sense of taste enables to assess information about the quality and nutritional value of food, perceive and
distinguish among foods, to select nutritious diets, and to initiate, sustain and terminate ingestion, for the purpose of
maintaining energy balance. Within the last years, five basic taste modalities perceivable by humans have been identified:
sweet, sour, bitter, salty, and umami [10]. This discriminatory ability provides a critical sensory input as sweet taste and
umami allow recognition of nutritionally rich food sources, while bitter taste elicits aversive responses to noxious and toxic
stimuli [11].

Distributed throughout the tongue exists three kinds of onion shape structures known as taste buds, typically composed

of 50-100 taste receptor cells (TRCs): fungiform are distributed across the anterior surface, circumvallate are placed at the




back level, and foliate are located to the sides of the tongue; although previous studies [12—14] have also reported them
at the level of palate, epiglottis, and esophagus. TCRs are cells specialized in taste sensing and sweet taste is mediated by
the heterodimeric G-protein-coupled receptor (GPCR) T1R2-T1R3, expressed in about 30% of cells from taste buds [15].
Both T1R2 and T1R3 belong to the class C GPCR family which structure comprises of a large extracellular domain called
the Venus Flytrap Domain (VFTD), a seven-helix Transmembrane Domain (TDM), and a Cysteine-Rich Domain (CRD) which
connects the two before mentioned domains [10]. To date, no experimental structure of the TIR2-T1R3 receptor is
available, nonetheless computational modeling based on the experimental structure of metabotropic glutamate receptor
(mGIuR) suggest the existence of multiple active sites for sweet tastants in VFTD, TMD from T1R3, and in CRD [16, 17].
When sweet ligands activate a signal transduction pathway, GBy subunits from the G protein gustducin (Ga;) coupled to
T1R2-T1R3 are released and activate to phospholipase CB, (PLCB2), which hydrolyze phosphatidyl-inositol 4, 5-
biphosphate (PIP,) to inositol trisphosphate (IP3) and diacylglycerol (DAG). Then IP3 binds to IP3 receptor (IPsRs3) leading to
the release of Ca2* from endoplasmatic reticulum and the activation of the transient receptor potential member 5 (TRPMS5)
channels letting Na* entry, membrane depolarization, and activation of voltage-gated cation channels (VGCCs), resulting
in the release of ATP through pannexin and connexin hemichannels [18]. Nevertheless, Margolskee points out that this
pathway is only activated by nonsaccharide sweeteners and proposes a second pathway for saccharide sweeteners, in
which the sweet tastant and the sweet receptor bonding activate adenyl cyclase (AC) generating CAMP. The cAMP then
acts directly, via ion channel, or indirectly, via activation of a protein kinase, to depolarize the TRC membrane via a release
of Ca%*, resulting in the ATP release as well [19](Figure 1).

The released ATP binds to P2X2/P2X3 purinergic receptor located at the adjacent taste nerve fibers [20]. The TCR placed
on the palate and the anterior tongue are innervated by the chorda tympani and greater superior petrosal, branches of
the facial nerve (VIl); on the other hand, TRCs found on the epiglottis, oesophagus and posterior tongue are innervated
by the lingual branch of the glossopharyngeal nerve (IX) and the superior laryngeal branch of the vagus nerve (X) [12]. In
rodents, taste information recovered by nerves VI, IX, and X is transmitted to the nucleus of the solitary tract (NTS), first
relay station in the medulla oblongata, to reach later the parabrachial nucleus (PbN) at the level of the pons, and from
PbN to the parvocellular part of the ventral posteromedial thalamic nucleus (VPMpc) (Figure 2a); however, in primates
(including humans), neurons from NTS project directly to VPMpc from where the pathway connects to the primary
gustatory cortex, a cerebral cortical region located along the border between the anterior insular cortex (IC) and the frontal
operculum (FO) to finally reach the orbitofrontal cortex (OFC), which is known as the secondary gustatory cortex [21]

(Figure 2b).




Mesolimbic reward pathway activation
In rodents, taste stimuli coming from the tongue have their first relay at a central level in NTS from where second order
gustatory neurons project to PbN, from this point the gustatory pathway bifurcates into two pathways: first, a dorsal
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“sensory” pathway which ends at gustatory cortices; second, a ventral “affective” pathway responsible for hedonic and
rewarding gustatory inputs, which projects to ventral striatum, mainly amygdala, lateral hypothalamus (LH) and the bed
nucleus of the stria terminalis (BNSTD) [22, 23]. However, there is no evidence about the existence of the second relay in
human and nonhuman primates. This lack of evidence suggests that gustatory projections coming from the periphery
reach NTS to project directly to VPMpc [24], subsequently, gustatory projections enter the primary gustatory cortex to
identify taste and intensity, and then for reward value in OFC; finally, these projections return to the basal ganglia, mainly
ventral striatum and part of the head of the caudate nucleus [25].

The ventral striatum is part of a set of brain regions responsible for determining reward from sensory neural activity
elicited by peripheral stimuli. This system is constituted by 3 neural circuits: a descendant link running from the medial
forebrain bundle to the ventral tegmental area (VTA) with glutamate as neurotransmitter; an ascending link running from
VTA to nucleus accumbens (NAc) and with dopamine as neurotransmitter; and a further ascending link running from NAc
to ventral pallidum, using gamma-aminobutyric acid (GABA), Substance P, and encephalin as conjoint neurotransmitters
[26]. Among this 3 circuits, the second one is identified as the key component in reward assessment, where together VTA
and NAc, along with amygdala, BNST, lateral septal area and HL, are denominated mesolimbic reward pathway [27]. Due
to its hedonic properties, palatable food like sugar can trigger this same mesolimbic reward pathway as alcohol, nicotine,
and other recreational drugs do [8]. In fact, Ahmed and col., mention that people have reported consuming sweet foods
in order to experience rewarding sensations, to cope with stress, pain or fatigue, to enhance cognition and/or to
ameliorate bad mood, demonstrating that sweet foods can elicit drug-like psychoactive effects, although at a lesser extent
[28].

Interestingly, murine models have exposed that chronic intermittent access to a 10% sucrose solution may induce an
addiction-like phenotype, in other words, increased extracellular dopamine release in NAc shell [29], increased dopamine
D; receptors binding in NAc core and shell, decreased D; binding in dorsal striatum, as well as increased opioid 1 receptor
binding in cingulate cortex, hippocampus, locus coeruleus and NAc shell [30]. Moreover, when sugar is removed after its

dependence is recognized, or an opioid antagonist as naloxone is administered, signs of opiate-like withdrawal emerge,




these include somatic signs such as teeth chattering, forepaw tremor, and head shaking, besides a decreased level of
dopamine with a rise in acetylcholine in NAc [31].

The study of the effects of the ingestion of palatable foods in the human brain is more complex than in rodent models,
nevertheless, functional neuroimaging has enabled to clear up the feeding reward effects in humans. It is known that
palatable foods triggers OFC, the anterior cingulate cortex, IC, amygdala, ventral and dorsal striatum, ventral pallidum
(VP), mesolimbic dopamine projections and deep brainstem sites [32—34], as well as a dopamine released correlating with
the degree of experienced pleasure [35]. Also, craving-related changes have been identified in the hippocampus, insula,
and caudate, areas involved in drug craving as well [36]. Interestingly, people with overweight show reduced activity in
the dorsal striatum after palatable food ingestion [37]; also, people with obesity or overweight present neurobiological
changes similar to drug-dependent individuals, for instance, lower values of striatal D, receptor compared with slim people
[38, 39]. Added to the above, a decreased p-opioid receptor availability in women with overweight compared with control

has been reported, although in such study no difference in D, receptor availability was found [40].

Mesolimbic pathway activation induced by non-nutritive sweeteners

Unlike natural sweeteners, a partial activation of the reward pathway by artificial sweeteners has been hypothesized due
to sweetness decoupled from caloric content [6], that is, sugar containing both hedonic and caloric components. Frank
and col., reported that both sucrose and sucralose activate taste (IC, FO) and reward pathways (stratum), proving that
sucrose elicits a greater response compared to sucralose, even more, only sucrose stimulation engages activity in the VTA
and substantia nigra [41]. Also, Chambers and col., found activity differences in brain regions related to the reward process
induced by oral exposure to glucose nor saccharine, while both solutions evoked similar activity in IC/FO and dorsolateral
prefrontal cortex, only glucose activated anterior cingulate cortex and the right caudate [42]. Smeets and col., found that
the right amygdala was activated most by a non-caloric beverage than by a caloric one before consumption while the
caloric drink elicited stronger striatal activation than the non-caloric drink. This evidence suggests that the brain can tell
apart caloric and non-caloric beverages [43].

On the other hand, Green and Murphy used functional magnetic resonance imaging (fMRI) to prove that regular diet soda
consumers showed a more widespread activation to both saccharin and sucrose in reward-processing brain regions (OFC,
lentiform nucleus), and a greater activation of the dopaminergic midbrain like the VTA, and amygdala [44]. Consistently,
Rudenga and Small identified an inverse relationship between the amygdala and insula in response to sucrose and NNS

intake [45], these results support the idea of an alteration in feeding behavior induced by a long-lasting NSS consumption




as amygdala and insula have been associated with oral sensation and homeostatic and reward integration [46-48]. In
contrast, Griffioen-Roose and col., published a work in which no significant changes were found in the striatum and
thalamus of subjects exposed to a conditioning program where a caloric and a non-caloric version of yogurt or beverage
was offered randomly; yet a differential activity in primary sensory areas (precentral gyrus and rolandic operculum)
induced by the nutritive or non-nutritive versions of the soft drinks was found; it is also worth noting that intake of both
versions of the soft drinks was greater after the conditioning [49]. This leads to the conclusion that the usual consumption
foods and beverages containing NNS could cause an impairment in sweet food reward processing but as NNS are found
typically in blends thus making it difficult to establish clear causality in human studies.

Finally, it is worth noting that rodent models have demonstrated that intense sweetness reward can surpass drug reward,
even in calorie absence [50-53]. That is, when rats can choose between a drug and saccharine, most of the times the latter
will be chosen [54] and this choice is not affected by increasing doses [50, 52] nor following an extensive use of the drug
[51], but for the case of opiates, extended heroin access surpassed saccharin election [53], possibly due to functional
differences in the dopaminergic system to a post-synaptic level induced by palatable food and drugs [52]. This sweet
reward preference is seen as well in non-consummatory experiments with a preference for clues related to saccharine
delivery rather than clues related to cocaine or heroin [55], and even, an incubation of saccharin craving has been

demonstrated [56] which suggests that taste alone is rewarding enough to drive feeding behavior and food search.

Helpful or deleterious on consumers’ health?

The widespread and indiscriminative use of non-caloric substitutes for sugar has allowed obtaining epidemiological data
and to observe the effects of these products on consumers’ health [57]. Epidemiological studies with sweeteners are
focused on metabolic effects, and although the intake of artificial sweeteners has been associated to diabetes, metabolic
syndrome, cardiovascular diseases, and bladder, breast, and ovary cancer, there is still a need to study the consequences
in a long-term period [5].

Since 1970, the FDA banned the use of cyclamate due to studies indicating a great correlation between the presence of
bladder tumors and an excessive cyclamate intake. Subsequent studies showed different results arguing a variance in
carcinogenic mechanisms among species, for instance, in rodents a high osmolality is seen in urine which promotes a
precipitation of crystals containing calcium phosphate. Such crystals are toxic for the outer epithelial layer in the bladder,
and their presence leads to hyperplasia and the development of regenerative tumors, which does not happen in humans

[58, 59]. On the other hand, studies conducted with different designs provide data which indicates that a sustained




sweeteners’ intake increases the risk of cancer, although authors declare the need to carry out more studies before a
relationship between artificial sweeteners’ intake and cancer development could be determined [59]. Table 1 shows
studies that establish a positive relationship between different types of cancer and prolong intake of artificial sweeteners.
Artificial sweeteners’ consumption in childhood is associated with a gain of weight, consequently favoring the
development of metabolic diseases like diabetes and hypertension [63]. Thus, long-term studies aiming to determine a
cause between beverages containing NNS consumption and metabolic diseases have been executed [3]. In Table 2 there
is a list of works reporting a positive relationship between the prolonged use of artificial sweetener, or diet drinks

containing one or more NNS, and metabolic diseases.

Conclusion

The use of sugar in food and beverages has decreased since the entrance of NNS to the market, inciting a change in caloric
ingestion. Thus, while at the beginning NNS emerged as a suitable alternative against an obesity epidemic, as well as a
chance for diabetic patients to ingest sweet food, recent data suggests that this could not be all true. Moreover, little is
known concerning the effects on feeding behavior, and especially on the reward system which evolved not only to satisfy
biologically essential activities like feeding, but also to modulate caloric ingestion.

Long-term epidemiological studies have demonstrated that the prolonged use of NNS in consumers causes some kind of
metabolism impairment, proposing that these substances have an influence on energy regulation despite them supplying
no calories. True to be said is that although a great number of studies show adverse effects on health, many others do not

find any secondary effects after a long period of ingestion, hence it is becoming a priority to watch NNS regular consumers.
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Figure 1. Schematic representation of the sweet taste pathway in brain. a) Taste buds are typically composed of 50-100
taste receptor cells (TRCs). When a sweet tastant (ST) links to the heterodimeric G-protein-coupled receptor TLIR2+T1R3
in one of the multiple active sites, the transduction is initiated, GBy subunits from the G protein are released and activates
PLCPB, wich hydrolyzes PIP, into IP3 and DAG. Then IP; binds to IP3R; leading to the release of Ca2* from the endoplasmatic
reticulum and the activation of TRPM5 channels, permitting the entry of Na*, membrane depolarization, and the activation
of VGCCs, resulting in the release of ATP through pannexin and connexin hemichannels P2X2/P2X3 located at the terminals
of the nerves VII, IX, and X. b) Taste information recovered from the cranial nerves is taken to the sensory ganglia (petrosal,
geniculate, and nodose, respectively), and later to the rostral part of the NTS where gustatory pathway between rodents
and primates is differentiated. In rodents, afferent fibers from NTS are projected to the PbN, from this point the gustatory
pathway bifurcates into two pathways: a dorsal “sensory” pathway which ends at granular and dysgranular cortices, and
a ventral “affective” pathway which projects mainly to the amygdala (AMYG), LH, and NSTD; in primates (including
humans) projections from the NTS project directly to the VPMpc, subsequently to the primary gustatory cortex (IC/OF)
and to OFC. Finally, these projections return to the basal ganglia, mainly ventral striatum and part of the head of the

caudate nucleus.

Table 1. Relationship between cancer development and the consumption of artificial sweeteners.

Author Year Sweetener Study design Type of cancer
Gallus et al. [60] 2006 Saccahrin Retrospective Larynx
Breast
Ovaries
Andreatta et al. [61] 2008 Saccharin Retrospective Urinary tract cancer
Cyclamate

Acesulfame K

Aspartame

Schernhammer et al. [62] 2012 Aspartame Prospective Non-Hodgkiniano lymphoma
Multiple melanoma

Leukemia




Studies carried out in the last decade showing a positive relationship between some types of cancer and the chronic consumption of

artificial sweeteners (<10 years). Andreatta reported a consumption of a blend of sweeteners [61].

Table 2. Epidemiological studies related to the consumption of artificial sweeteners.

Effect on health Sweetener Study design Year Reference
Not determined Cohort 2017 Fagherazzi et al.
(64]
Not determined Prospective cohort 2013 The Interact
Cosortium [65]
Not determined Longitudinal 2009 Nettleton et al.
cohort [66]
Sucralose, Advantame, Saccharin Retrospective 2013 Swithers [5]
Not determined Retrospective 2016 Pepino et al. [3]
Type 2 diabetes
Not determined Prospective cohort 2017 Huang et al. [67]
Not determined Prospective 2013 Fagherazzi et al.
(68]
Sucralose and Acesulfame K Prospective 2016  Sylvetsky et al. [69]
randomized
Not determined Cohort 2016  Yarmolinsky et al.
[70]
Not determined Cohort 2011 de Koning et al.
[71]
Not determined Cohort 2009 Nettleton et al.
[66]
Metabolic Not determined Prospective 2007 Dhingraetal. [72]
syndrome
Not determined Prospective 2008 Lutsey et al. [73]
Not determined Prospective cohort 2012 Duffey et al. [74]
Aspartame Cohort 2017 Hall et al. [75]
Card.lovascular Saccharin, Acesulfame K, Aspartame, Cohort 2017 Pase et al. [76]
diseases . .
Sucralose, Neotame, Stevia glycosides
Not determined Prospective 2007 Dhingraet al. [72]
Not determined Cohort 2012 Gardener et al. [77]




Studies carried out in the last decade that evaluate the long-term impact of artificial sweetener on health in different populations. Most

of the studies evaluated the intake of dietary drinks making it difficult to determine the effect of each sweetener, nevertheless, the

relationship between the development of metabolic diseases and NNS is high lightened.
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3. INCREMENTO DE PESO

Los animales que se usaron en el experimento iniciaron con un peso promedio de
77.82+2.70 g, todos los grupos presentaron un incrementando gradual a lo largo de los 20
dias de tratamiento hasta llegar a los 209+4.03 g (Figura 13A y B), sin embargo el grupo

ELS presentd un mayor peso con respecto del control (F2 20=6.57; P<0.05; Tabla 4),

diferencia que desaparecio al final del experimento de acuerdo con el analisis de varianza

(F2, 20=3.4; P=0.0536), probablemente debido al menor incremento porcentual que

presentaron estos animales en comparacion con el grupo control (F220=4.65, P<0.05)
(Tabla 4). En lo que respecta a los grupos expuestos al consumo de Acesulfame-K, las

diferencias con el grupo control no resultaron significativas.
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Figura 13. Peso corporal de los animales expuestos al consumo de extracto de Stevia (A)
y Acesulfame-K (B) durante 20 dias comparados con el grupo control. CON, control; ELS
0.2%, eleccion libre de extracto de Stevia; COS 0.2%, consumo obligado de extracto de
Stevia; ELAck 0.2%, eleccién de Acesulfame-K; COAcK 0.2%, consumo obligado de

Acesulfame-K.

Tabla 4. Promedios del peso corporal inicial, final y ganancia porcentual en ratas
macho control y ratas tratadas con extracto de Stevia y Acesulfame-K.

Grupos Peso corporal (g) Ganancia (%)
Inicial Final

Control 69.87 +6.10 200.50 £ 6.17 196.10 + 18.52

ELS 0.2% 94.30 + 4.93* 232.50 +9.84 147.60 + 3.27*

COS 0.2% 83.39 £+ 2.89 214.10 £ 8.92 157.60 + 10.04

ELAcK 0.2% 68.11 +4.76 192.80 + 3.96 192.7 +21.04

COAcK 0.2% 72.44 + 6.40 203.90 +8.78 191.60 + 18.51




*Diferencias significativas respecto al grupo control mediante ANOVA (P<0.05). CON,
control; ELS 0.2%, eleccidn libre de extracto de Stevia; COS 0.2%, consumo obligado de
extracto de Stevia; ELAck 0.2%, eleccion de Acesulfame-K; COAcK 0.2%, consumo
obligado de Acesulfame-K.

4. INGESTA DE LIQUIDOS Y ALIMENTO

Los datos registrados del consumo de total de liquidos reflejan la suma de ambos
bebederos en todos los grupos, asi el consumo de liquidos de los grupos de eleccion libre
es igual al consumo de agua mas el consumo de la solucion del edulcorante
correspondiente. El analisis de los datos revel6 que aunque la ingesta total de liquidos
escald a los largo de los 20 dias dentro de todos los grupos (Dias Fig, 646=21.60; P<0.05;
Figura 14A y B), el incremento no sucedié de manera constante (interaccion Grupo x Dias
F6,646=1.702; P=0.0004). Ademas, no se encontraron diferencias de consumo entre grupos
(Grupos F4,34=1.274; P=0.2992).
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Figura 14. Consumo total de liquidos durante los 20 dias de tratamiento. No se encontraron
diferencias de consumo entre los grupos expuestos al consumo de extracto de Stevia (A) y
los grupos expuestos al consumo de Acesulfame-K (B) con respecto del control. CON,
control; ELS 0.2%, eleccion libre de extracto de Stevia; COS 0.2%, consumo obligado de
extracto de Stevia; ELAck 0.2%, eleccion de Acesulfame-K; COAcK 0.2%, consumo
obligado de Acesulfame-K.

Un analisis méas detallado dentro de los grupos de eleccion libre con una ANOVA de dos
vias, con Bebederos y Dias como factores, demostrd que dentro del grupo ELS 0.2% existi
una preferencia por el bebedero que contenia la solucién de extracto de Stevia (Bebedero
F1, 14=77.89; P<0.05; Figura 15A) y la prueba post hoc LSD de Fisher (P<0.01) confirmé
esta preferencia por el edulcorante desde el segundo dia del tratamiento. Dentro de este
grupo, el consumo de la solucién de extracto de Stevia incremento a lo largo del tratamiento
(Dias Fig, 266=3.143; P<0.05) aunque también se encontrd una interaccién Bebedero x Dias
(F19, 266=9.778; P<0.05) lo cual significa que el este incremento no se presentd de manera
constante. Por el contrario, en el grupo de eleccion libre con Acesulfame-K (AcK 2.0%) no
se encontré preferencia por alguno de los dos bebederos (Bebedero F1, 14= 0.05904;
P=0.8115; Figura 15B) y la prueba post hoc LSD de Fisher (P<0.01) sélo reporto diferencias




en los dias 2, 16, 19 y 20. En este grupo, el consumo de liquidos de ambos bebederos
también incrementé de manera gradual a lo largo del tratamiento (Dias F19, 266=5.378;
p<0.05) y también se presentd una interaccién Bebedero x Dias (F19, 266=3.131; P<0.05).
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Figura 15. Consumo de liquidos dentro de los grupos de eleccioén libre. El grupo ELS 0.2%
present6é una preferencias por el bebedero que contenia la solucion de extracto de Stevia
desde el segundo dia (A), mientras que el grupo ELAcK 0.2% solo presenté diferencias los
dias 2, 16, 19 y 20 (B). CON, control; ELS 0.2%, eleccion libre de extracto de Stevia; COS
0.2%, consumo obligado de extracto de Stevia; ELAck 0.2%, eleccién de Acesulfame-K;
COACcK 0.2%, consumo obligado de Acesulfame-K. *P<0.05.

Un analisis de correlacién entre la ingesta de edulcorantes no caléricos y el consumo de
alimento en los grupos de eleccién libre reveld una alta correlacion positiva entre las dos
variables, sin embargo esta relacién fue mucho mas significativa en el grupo ELS 0.2%
(r=0.9527; P<0.01; Figura 16A) en comparacion con la encontrada en el grupo ELAcK 0.2%
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Figura 16. Correlacion positiva entre la ingesta de edulcorantes no caldricos y el consumo

de alimento en los grupos ELS 0.2% (A) Y ELAcK 0.2% (B).

alta correlacion encontrada entre el consumo de edulcorantes y la ingesta de alimento

podria atribuirse al hecho de que el consumo de alimento tuvo increment6 durante todos




los dias de tratamiento en todos los grupos (Dias Fi9, 646=132.3; P<0.05; Figura 17A 'y B),
incremento que se mantuvo constante a través de los dias (interaccion Grupo x Dias Fs,
646=1.250; P=0.0832) pero sin diferencias de consumo entre los grupos que ingirieron
edulcorante y el grupo control (F4, 34=1.943; P=0.1257). Es interesante resaltar la menor
dispersién de datos encontrada en la grafica de correlacion del grupo ELS 0.2%.
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Figura 17. Consumo de alimento durante los 20 dias de tratamiento. No se encontraron
diferencias de consumo entre los grupos expuestos al consumo de extracto de Stevia (A) y
los grupos expuestos al consumo de Acesulfame-K (B) con respecto del control. CON,
control; ELS 0.2%, eleccidn libre de extracto de Stevia; COS 0.2%, consumo obligado de
extracto de Stevia; ELAck 0.2%, eleccion de Acesulfame-K; COAcK 0.2%, consumo
obligado de Acesulfame-K.

5. EXPRESION DE AFosB Y CONTEO DE CELULAS INMUNORREACTIVAS

Como en los andlisis anteriores, la comparacion del nimero de células inmunorreactivas se
hizo entre el control y los grupos expuestos al consumo de extracto de Stevia por un lado,
y el por otro al grupo control con los grupos expuestos al consumo de Acesulfame-K para
una mejor comprensién de los datos.

5.1 Nucleo Accumbens Core

La prueba ANOVA realizada a los datos del conteo del nimero de neuronas
inmunorreactivas a AFosB en el NAc Core revel6 diferencias significativa entre los grupos
con consumo de extracto de Stevia y el grupo control (Fz, 189=55.58; P<0.05; Figura 18A),
posteriormente el andlisis post hoc de Tuckey (P<0.01) confirmé una mayor expresion en
el grupo de ELS 0.2%. Por su parte, los grupos expuestos al consumo de Acesulfame-K
también presentaron diferencias con respecto al grupo control (F2,100=30.62; P<0.05; Figura
18B), s6lo que en este caso el andlisis post hoc de Tuckey (P<0.01) reporté una menor
expresion en los grupos ELAcCK 0.2% Y COAcK 0.2%.
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Figura 18. Cuantificacion de células inmunoreactivas a AFosB en el NAc Core. El grupo
ELS 0.2% present6 un mayor nimero de células marcadas comparado con el grupo control,
mientras que el grupo COS 0.2% presentd un menor nimero con respecto al grupo control
(A). Por su parte, ambos grupos expuestos al consumo de Acesulfame-K presentaron un




menor nimero de células inmunoreactivas a AFosB comparados con el grupo control (B).
También se presentan micrografias representativas de células inmunoreactivas a AFosB en
el NAc Core de todos los grupos con una magnificacion de x40 al lado de un esquema que
indica la region del conteo (C). CON, control; ELS O.2%, eleccion libre de extracto de Stevia;
COS 0.2%, consumo obligado de extracto de Stevia; ELAck 0.2%, eleccion de Acesulfame-
K; COAcK 0.2%, consumo obligado de Acesulfame-K. *P<0.05.

5.2 Nucleo Accumbens Shell

Comparando el nimero de células inmunorreactivas a AFosB en el NAc Shell de ratas
expuestos al consumo de Stevia con el de ratas del grupo control mediante la prueba de
ANOVA, se encontraron diferencias significativas entre los grupos (F2, 189=74.37; P<0.05;
Figura 19A), posteriormente la prueba post hoc de Tuckey (P<0.01) confirmé un promedio
mas elevado en el grupo ELS 0.2%. Del lado de los grupos expuestos al consumo de
Acesulfame-K también se encontraron diferencias con respecto al grupo control (Fa,
100=34.84; P<0.05; Figura 19B), y al igual que en el NAc Core, el andlisis post hoc de
Tuckey (P<0.01) reportdé una menor expresion en los grupos ELAcCK 0.2% Y COAcK 0.2%.
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Figura 19. Cuantificacion de células inmunoreactivas a AFosB en el NAc Shell. El grupo
ELS 0.2% presentd un mayor numero de células marcadas comparado con el grupo control,
mientras que el grupo COS 0.2% presenté un menor nimero con respecto al grupo control
(A). Por su parte, ambos grupos expuestos al consumo de Acesulfame-K presentaron un
menor nimero de células inmunoreactivas a AFosB comparados con el grupo control (B).
También se presentan micrografias representativas de células inmunoreactivas a AFosB en
el NAc Shell de todos los grupos con una magnificacion de x40 al lado de un esquema que
indica la region del conteo (C). CON, control; ELS 0.2%, eleccion libre de extracto de Stevia;
COS 0.2%, consumo obligado de extracto de Stevia; ELAck 0.2%, eleccién de Acesulfame-
K; COAcK 0.2%, consumo obligado de Acesulfame-K. *P<0.05.
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5.3 Estriado dorsal

Al igual que los dos andlisis anteriores, las pruebas ANOVA revelaron diferencias
significativas en los grupos que consumieron Stevia (F2, 117=45.31; P<0.05; Figura 17A) y
los grupos que consumieron Acesulfame-K (F2 55=21.09; P<0.05: Figura 17B). Las pruebas
post hoc de Tuckey (P<0.01) reportaron al grupo ELS 0.2% con un mayor nimero de células
inmunorreactivas en el estriado, y a los grupos COS 0.2% y COAcK 0.2% con una menor
expresion en relacién con el grupo control.
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Figura 20. Cuantificacion de células inmunoreactivas a AFosB en el Estriado Dorsal.El
grupo ELS 0.2% present6 un mayor nimero de células marcadas comparado con el grupo
control, mientras que el grupo COS 0.2% presentd un menor nimero con respecto al grupo
control (A). Por su parte, entre los grupos expuestos al consumo de Acesulfame-K sélo el
grupo COAcK 0.2% presentdé un menor nimero de células inmunoreactivas a AFosB
comparado con el grupo control (B). También se presentan micrografias representativas de
células inmunoreactivas a AFosB en el Estriado Dorsal de todos los grupos con una
magnificacion de x40 al lado de un esquema que indica la regién del conteo (C). CON,
control; ELS 0O.2%, eleccion libre de extracto de Stevia; COS 0.2%, consumo obligado de
extracto de Stevia; ELAck 0.2%, eleccion de Acesulfame-K; COAcK 0.2%, consumo
obligado de Acesulfame-K. *P<0.05.




DISCUSION

1. INCREMENTO DE PESO Y CONSUMO DE ALIMENTO

Una de las principales razones por la que se volvieron tan populares los NNS en el mercado
fue la aparente reduccion en el consumo de calorias, pues a nte una asociacion entre el
consumo de alimentos endulzados con azucar, principalmente en forma de bebidas, y el
desarrollo de enfermedades crénicas como sobrepeso, obesidad, diabetes tipo 2 vy
sindrome metabdlico los NNS aparecieron como una alternativa benéfica (Swithers, 2013).
La controversia surgid, no obstante, a partir de datos reportados en estudios
observacionales en humanos (Dhingra et al., 2007; Fowler et al., 2008; Lutsey et al., 2008)
y estudios en animales(Davidson y Swithers, 2004; Abou-Donia et al., 2008; Swithers et al.,
2010; Feijo et al., 2013) que muestran una asociacion entre el consumo de estas sustancias
y el aumento de peso, generalmente atribuido a un aumento en el consumo de alimento
debido a una supuesta disociacién entre el sabor dulce y el aporte calérico de los alimentos,
promoviendo una compensacion calérica (Davidson y Swithers, 2004).

De acuerdo con esta teoria, se esperaba que los animales expuestos al consumo de NNS
presentaran un mayor peso asi como una mayor ingesta de alimento en comparacion con
el grupo control. No obstante, en los resultados obtenidos no se observd que el consumo
de alguno de los dos NNS consumidos en este experimento promoviera la ganancia de
peso o el consumo de alimento para compensar la deficiencia caldrica de los alimentos
dulces; incluso, y de manera interesante, cuando se comparé la ganancia porcentual de
peso entre los grupos al final del experimento se descubrié que el grupo de eleccion libre
con extracto de Stevia presentaba una menor ganancia respecto al grupo control, ademas
de que el grupo de consumo obligado presento la segunda ganancia porcentual de peso
mas baja aunque sin llegar a tener una diferencia significativa en relacion con el grupo
control.

La reduccion en la ganancia de peso ya ha sido reportada en otros trabajos en donde
también se han utilizado animales expuestos al consumo de extracto de Stevia o algun
glucésido de esteviol (Curry y Roberts, 2008; Nikiforov y Eapen, 2008; Awney et al., 2011;
Abo Elnaga et al., 2016), al igual que en modelos diabéticos con roedores tratados con
extracto de Stevia o algun glucésido de esteviol (Assaei et al., 2016; AbdElwahab et al.,
2017; Philippaert et al., 2017) y algunos otros con humanos (Anton et al., 2010). Si bien es
cierto que en muchos de estos trabajos también se menciona una reduccién en el consumo
de alimento, lo cual hasta cierto punto podria explicar la reduccion en el incremento de peso
corporal, también se debe tener en cuenta el efecto que los NNS provocan sobre el
metabolismo de lipidos y carbohidratos. Al respecto, se ha reportado en estudios animales
y en humanos que los glucésidos de esteviol contienen propiedades anti-hiperglucémicas
(Gregersen et al., 2004; Ferreira et al., 2006; Abo Elnaga et al., 2016; Assaei et al., 2016;
Aghajanyan et al., 2017), pues los glucosidos de esteviol y el aglicon esteviol aumentan la
produccion de insulina en células pancreaticas B (Jeppesen et al., 2000; Abudula et al.,
2008; Nordentoft et al., 2008; Philippaert et al., 2017), ademéas de que también contienen
propiedades insulino-miméticas (Rizzo et al., 2013; Prata et al., 2017), provocando el




aumento en el consumo de glucosa en tejidos periféricos y musculos (Bhasker et al., 2015).
Asimismo, se han reportado propiedades anti-hiperlipidémicas de los glucésidos de esteviol
(Awney et al., 2011; Ahmad et al., 2018), debido a que, entre otras cosas, el esteviosido
reduce el colesterol al mismo tiempo que incrementa la excrecion de éacidos biliares
mediante la restriccion de la reabsorcion en el intestino delgado a través de la disrupcién
de la formacién micelar de los acidos biliares, lo cual provocaria la activacion de la colesterol
hidroxilasa-7a que aumenta la conversién del colesterol hepatico a &cidos biliares (Curry y
Roberts, 2008).

En cuanto a que los grupos expuestos al consumo de Ace-K tampoco presentaron una
diferencia en el peso, la ganancia de peso y el consumo de alimento respecto al grupo
control crean una contradiccion con los resultados de otros trabajos, por ejemplo, Bian y
colaboradores (2017) encontraron que el consumo de Ace-k provocaba un incremento en
el peso de corporal de ratones, sobre todo en machos, debido a un efecto negativo sobre
la composicién bacteriana intestinal y la activacién de las vias de captacion de energia
bacteriana (Bian et al., 2017), ahora bien, se debe tener en cuenta que en principio el
modelo fue diferente, en donde Bian y colaboradores utilizaron ratones CD-1 y nosotros
utilizamos ratas de la cepa Wistar, y en segunda, las dosis utilizadas en ambos
experimentos fueron distintas pues utilizaron una dosis relativamente baja y encontraron
efectos negativos sobre la composicion bacteriana intestinal que finalmente se reflejo en el
peso corporal de los ratones, en cambio en nuestro experimento las dosis ingeridas por los
animales fueron significativamente mas altas y no se observd ningun efecto adverso sobre
el peso o la conducta alimenticia. Por su parte, otro estudio demostré que ratas Sprague-
Dawley con acceso a yogurt endulzado con Ace-K al 0.3% por 7 de 14 dias exhibieron un
incremento en el consumo de alimento, mayor peso corporal y adiposidad en comparacion
con otro grupo de ratas que consumié yogurt endulzado con glucosa (Swithers et al., 2009),
sin embargo es evidente la diferencia en la forma de ingerir el NNS entre el trabajo de
Swithers y colaboradores y el nuestro, pues mientras en el primero lo consumieron en forma
semisdlida, en el nuestro lo ingirieron en forma liquida.

Ahora bien, a pesar de los resultados contradictorios, los efectos del Ace-K siguen siendo
poco conocido tanto por los consumidores como por los técnicos en alimentos y nutridlogos.
Al respecto se han realizado estudios para conocer el impacto del consumo de este NNS
sobre la expresion de hormonas metabdlicas, situacion que podria contribuir al aumento en
el consumo de alimento y de peso corporal. Zheng et al. (2013), examiné el rol del Ace-K
sobre la captacién de glucosa en enterocitos mediante la preincubacién de células Caco-2,
RIE-1 e IEC-6 privadas de glucosa por 1 hora y a las cuales posteriormente se les midi6 la
captaciéon de glucosa. Encontraron que el Ace-K incrementaba la captacion de glucosa
entre 20 y 30% con concentraciones de glucosa menores a 25 nM mediante un mecanismo
dependiente de GLUT2 en los primeros 5 minutos de la incubacién. En otro experimento
realizado con ratones C57BL/6J, en donde consumieron una solucién 12.5 mM de Ace-K
por 40 semanas, encontraron niveles elevados de leptina circulante, elevaciéon de colesterol
y lipohormonas de alta (HDL) y baja (LDL) densidad (Cong et al., 2013). Aunque los
modelos con roedores revelan algunos datos en cuanto a los efectos del consumo de los
NNS, los resultados son inconsistentes en humanos, por ejemplo, en un estudio realizado
en humanos en donde midieron la secrecion gastrointestinal de péptidos anorexigénicos
(GLP-1, PYY) no se encontr6 que el consumo de Ace-K u otros NNS estimularan la




secrecion de estos péptidos y por lo tanto tuvieran efecto sobre el apetito (Steinert et al.,
2011). En resumen faltan estudios que evallen los efectos del consumo de Ace-K sobre la
conducta alimenticia y los procesos metabdlicos y poder determinar su inocuidad.

2. CONSUMO DE EDULCORANTES

La eleccion de la concentracion de las soluciones de ambos NNS se realizé tomando como
referencia otros estudios (Swithers et al., 2009; Sclafani et al., 2010). La concentracién de
solucién de extracto de stevia que decidimos utilizar en este trabajo fue de 0.2% y pudimos
observar una preferencia por el edulcorante en el grupo de eleccién libre con dos bebederos
a partir del segundo dia, resultados que apoyan aquellos reportados por Sclafani y
colaboradores en un modelo con hembras Sprague-Dawley adultas en donde encontraron
gue la preferencia por las concentraciones de extracto de stevia sobre el agua se
encontraban entre 0.1% y 0.3%. No obstante, también se comprob6 que el extracto de
stevia no promovia el consumo excesivo de liquidos pues cuando se comparé el consumo
total de liquido se observé que los grupos expuestos al consumo de extracto de stevia no
superaban el consumo del grupo control, el cual sélo consumié agua, estos resultados
coinciden de igual manera con los reportados por Sclafani y colaboradores. Por el contrario,
en otro estudio (Figlewicz et al., 2009) reportaron un consumo excesivo, en comparacion
con el agua, en ratas expuestas al consumo de una solucién acuosa de otro producto de
stevia (Stevia Now) con concentraciones demasiado elevadas (12.5% y 15%), el cual se
revelaria posteriormente que no era un producto de extracto de stevia enteramente puro
pues estaba mezclado con maltoderextrin de arroz (Figlewicz et al., 2010) que tiene un
sabor atractivo para las ratas y efectos postprandiales que estimulan el consumo (Sclafani
y Nissenbaum, 1988).

Por otro lado, de acuerdo con los datos de consumo arrojados por el grupo de eleccién libre
no se observé una preferencia de Ace-K. Al respecto cabe mencionar que existen pocos
trabajos acerca de la preferencia de Ace-K sobre el agua, por ejemplo, en su trabajo,
Sclafani y colaboradores (2010) mencionan que en su laboratorio encontraron que las
concentraciones de Ace-K al 0.1% y sacarina al 0.1% eran igualmente preferidas por ratas
hembra y consumidas en mayor cantidad respecto al agua, no obstante son datos no
publicados. Sumado a esto, Hughes y colaboradores (1987) publican un trabajo en donde
al explorar el papel de las B-endorfinas sobre la conducta sexual en ratas macho de la cepa
Lister Hooded utilizan una solucién de Ace-K al 0.2%, de la cual mencionan que “las ratas
la prefieren sobre la sacarina en la misma concentracion” (Hughes et al., 1987). Finalmente,
en un estudio con ratones de las cepas B6 y 129, en donde comparan las respuestas de
los ratones sobre diversos edulcorantes, encontraron que entre las concentraciones
preferidas de Ace-K por ambas cepas se encontraba la de 0.2% (Bachmanov, 2001).

El hecho de que la solucién de Ace-K al 0.2% no mostrara una preferencia en su consumo
probablemente se explica porque este NNS provoca un resabor amargo al ser consumido
(Allen et al., 2013) pues al igual que la sacarina también activa los receptores del sabor
amargo T2R43 y T2R44 (Kuhn, 2004), de ahi que frecuentemente se encuentre combinado
con otros edulcorantes como aspartame, ciclamato y sacarina (Lawrence, 2003;




Yalamanchi et al., 2016). Probablemente se habrian obtenido resultados distintos si se
hubiera hecho una exploracién previa con distintas concentraciones para poder determinar
la més aceptable. Aun asi, tampoco se puede determinar que existi6 aversion pues el
consumo de agua y Ace-K en el grupo de eleccion libre fue practicamente el mismo durante
los 20 dias a excepcion de los ultimos en donde se observé un mayor consumo del
edulcorante. Aunado a esto, las ratas que s6lo contaron con la solucién de Ace-K como
fuente de liquidos tampoco presentaron una menor ingesta comparada con la ingesta de
agua del grupo control, lo cual apoya el punto de la inexistencia de aversion.

3. EXPRESIONN DE AFosB Y CONTEO DE CELULAS INMUNORREACTIVAS

La adolescencia es un periodo clave del desarrollo y presenta grandes cambios cognitivos
y neurobioldgicos caracterizados por un incremento en conductas especificas tales como
la impulsividad, busqueda de la novedad o la toma de riesgos (Spear, 2000), conductas que
estan dirigidas hacia la busqueda de la recompensa. Sumando a esto, la evidencia apunta
a que es en esta etapa en donde existe una alta vulnerabilidad para dar inicio al abuso de
sustancias pues los adolescentes son mas sensibles a las recompensas inducidas por las
drogas y las recompensas naturales, tales como los alimentos palatables (Chambers et al.,
2003; Crews et al., 2007). De hecho, en ratas adolescentes se ha observado una mayor
voluntad para ejecutar acciones que requieren esfuerzo para conseguir recompensas de
alimentos palatables en relacién con adultos y también un elevado consumo de estos
alimentos (Friemel, 2010), ademas de un aumento en las reacciones heddnicas provocadas
por el estimulo del sabor de alimentos dulces (Wilmouth y Spear, 2009) y es que, como ya
se ha mencionado anteriormente, alimentos palatables como el azlcar activan la via
mesolimbica de recompensa de manera similar al alcohol, la nicotina y otras drogas
recreativas (Muhlhausler y Gugusheff, 2016), llegando incluso desarrollar sintomas de
dependencia bajo ciertas condiciones (Avena et al., 2005).

La repetida estimulacién del sistema de recompensa, ya sea por estimulos naturales
(Werme et al., 2002; Olausson, 2006; Wallace et al., 2008; Pitchers et al., 2010) o drogas
(Perrotti et al., 2008; Li et al., 2010; Lobo et al., 2013), causan adaptaciones neuronales en
el sistema mesolimbico dopaminérgico, tales como el incremento de una proteina miembro
de la familia Fos denominada factor de transcripcién AFosB, cuya acumulacién gradual
hace que se convierte en la proteina Fos dominante en el NAc y estriado dorsal y, debido
a su estabilidad, persiste en estas regiones durante semanas o meses (Nestler, 2004).
Ahora, considerando la influencia que los alimentos dulces tienen sobre las vias
dopaminérgicas del cerebro, existen trabajos que han demostrado que el consumo crénico
de azlcar induce la expresion de AFosB en el NAc y el estriado (Olausson, 2006; Wallace
et al., 2008; Lobo et al., 2013); no obstante, es importante recordar que el aztcar contiene
propiedades tanto heddnicas (oro-sensoriales) como caléricas, es por eso gque nos
propusimos evaluar la actividad neuronal mediante la deteccién del factor de transcripcidén
AFosB de ciertos nucleos del sistema mesolimbico dopaminérgico de ratas macho
adolescentes tras estar expuestos a un consumo cronico de dos distintos NNS investigando
si el componente oro-sensorial del sabor dulce es suficiente para inducir cambios
neuronales.




Los datos que encontramos muestran que solamente stevia promovio la sobre expresion
de AFosB tanto en NAc Core y Shell como en estriado dorsal, aunque solamente bajo
ciertas condiciones. Las diferencias entre tratamientos indican que la expresion esta
relacionada con las propiedades heddnicas del alimento y no por las caracteristicas fisicas
de los alimentos per se, puesto que la induccion de AFosB sucedié cuando se consumio
una concentracion preferida y no cuando se obligd al consumo del NNS, es decir, que el
namero de células inmunorreactivas fue elevado en las tres areas solamente cuando los
animales tuvieron la opcién de elegir. Este patrén en la expresion de AFosB dentro del
sistema mesolimbico dopaminérgico es similar a lo reportado en otros estudios en donde
los animales tuvieron la opcién de elegir entre un bebedero que contenia agua y otro con
solucion de sacarosa al 10% (Wallace et al., 2008; Lobo et al., 2013); al igual que cuando,
los animales consumen de manera voluntaria cocaina (Perrotti et al., 2008), alcohol (Li et
al., 2010), opioides (Lobo et al., 2013) o nicotina (Venebra-Mufioz et al., 2014).

Funcionalmente, el NAc es una estructura clave en la mediacibn de procesos
motivacionales y emocionales, un sistema de comunicacién limbico-motor y un punto clave
en el control de impulsos biolégicos necesarios para la supervivencia y la reproduccion
(Salgado y Kaplitt, 2015). No obstante, se ha sugerido una divisién en el procesamiento
neural de la recompensa entre las subdivisiones anatomicas Core y el Shell; por un lado, al
NAc Shell se le han asignado funciones de valencia motivacional (apetitiva o aversiva) y
novedad, en tanto que en el NAc Core se relaciona con un rol en la expresion motivacional
(Bassareo et al., 2002; Di Chiara, 2002). Por otro lado, modelos de reforzamiento con
alimentos, como el condicionamiento pavloviano e instrumental, han relacionado la
actividad dopaminérgica del NAc Shell con la formacion de asociaciones positivas entre
sefales predictivas y el valor afectivo del resultado de una accién, mientras que al NAc Core
se le ha relacionado con la seleccidén de acciones Optimas ante un estimulo, es decir que
participa en la seleccion de respuestas adaptativas (Corbit et al., 2001; Bassareo, Cucca,
Frau, et al., 2015; Bassareo, Cucca, Musio, et al., 2015), ademas de que también se ha
propuesto al NAc Core como un punto critico para la adquisicion de aprendizaje
instrumental dirigido (Baldwin et al., 2002; Kelley, 2004). En cuanto al estriado dorsal
también se le ha implicado en la seleccion de respuestas dirigidas condicionadas v,
particularmente, se le ha involucrado en la formacién de héabito (Yin et al., 2005, 2008,
2009). Estas diferencias funcionales estructurales podrian explicar la mayor actividad
neuronal en condiciones de eleccién libre respecto a los demas grupos; por otro lado, para
explicar la poca actividad neuronal en los grupos con acceso constante a los edulcorantes
se debe recordar que los alimentos inducen una habituaciéon en las neuronas estriatales,
provocando que la liberacion de dopamina se desvanezca y desaparezca con el acceso
repetido (Bassareo et al., 2002). Ahora bien, tras estas observaciones se descubri6 que, al
menos en la rata, una leve privacién de alimento era suficiente para abolir la habituacion
inducida por alimentos palatables (Bassareo y Di Chiara, 1999), y se empezaron a
desarrollar modelos que elevaban los niveles extracelulares de dopamina cerca del 123%
con respecto a los niveles basales (Rada et al., 2005), ademas de otros cambios tipicos de
un fenotipo adictivo como aumento en la unién al receptor de dopamina D; y una
disminucion en los D en varias partes del estriado (Colantuoni et al., 2001). Y aunque no
sSe conoce a ciencia cierta qué neurotransmisor regula la expresion de AFosB dentro del
NAc, se ha propuesto a la dopamina como un candidato (Nye et al., 1995), esta teoria es
apoyada por el hecho de que se encontr6 una asociacion entre una concentracion
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extracelular de dopamina y una elevada inmunorreactividad a proteinas Fos en NAc y
estriado dorsal de ratones heterocigotos del gen GNDF (Airavaara et al., 2004), por lo tanto
se podria deducir que los animales que presentaron una mayor concentracion de la proteina
AFosB en NAc y estriado dorsal también podrian presentar una mayor actividad
dopaminérgica en estas areas cerebrales.

Se ha sugerido que el factor de transcripcion AFosB es necesario para mediar la
sensibilidad a drogas e incrementar la compulsion por la conducta de recompensa (Nestler,
2008), aumentar el consumo de la substancia (Wallace et al., 2008) y disminuir la
sensibilidad a la aversion (Muschamp et al., 2012). Usando metodologia genética, ratones
bitransgénicos que sobre expresan AFosB en el NAc incrementaron su sensibilidad a
cocaina y morfina de acuerdo con la prueba de preferencia de lugar (Kelz et al., 1999;
Zachariou et al., 2006); igualmente, se encontr6 que ratones que sobre expresan esta
proteina ejercen un mayor esfuerzo para auto administrarse cocaina, y a mayores dosis en
comparacion con el grupo control, lo cual sugiere un aumento en la motivacion por obtener
la recompensa derivado de la sobre expresion de AFosB (Colby et al., 2003). De manera
similar a las drogas, la sobre expresion de AFosB en ratones altera la sensibilidad a dietas
altamente gratificantes (Teegarden et al., 2008) e incrementa la motivacion para obtener
alimentos (Olausson, 2006; Vialou et al., 2011). Si bien no se conocen con precision los
mecanismos moleculares por los cuales los cambios dentro del NAc influyen sobre la
conducta motivada, se sabe que tras su induccién, AFosB heterodimeriza con proteinas de
la familia Jun para formar el complejo de proteina activadora 1 (AP-1), el cual se une a
secuencias promotoras causando la expresidn o represion de genes envueltos en la
neuroplasticidad (Ruffle, 2014) entre los cuales se encuentra la subunidad GIuR2 del
receptor del acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico de glutamato (Kelz et al.,
1999), la quinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5) (Bibb et al., 2001; Kumar et al., 2005) y
dinorfina (Zachariou et al., 2006). Asimismo, cabe mencionar que las MSN gue contienen
sustancia P, es decir, las MSNs D, parecen ser el principal sustrato de induccion de AFosB
en las células estriatales (Nye et al., 1995; Muller, 2005), y como se recordard, los dos
subtipos de MSN, las D1y las D, estan involucradas en distintos procesos conductuales
relacionados con la recompensa, pues mientras la activacién de las MSN D1 en el NAc esta
relacionada con efectos positivos y favorecen el establecimiento de conductas como la
preferencia de lugar condicionada, la excitacion de neuronas D, promueven la aversion y
suprime la recompensa inducida por cocaina (Lobo et al., 2010; Kravitz et al., 2012; Koo et
al., 2014). De manera similar a estas observaciones, la sobre expresiéon de AFosB en MSN
D: en el NAc y estriado dorsal de ratones bitransgénicos provoca el incremento de
respuestas locomotoras, aumento en la preferencia de lugar condicionada y promueve la
autoadministracién de algunas drogas (Kelz et al., 1999; Colby et al., 2003; Zachariou et
al., 2006), mientras que la sobre expresion de AFosB en MSN D, disminuye el ejercicio en
rueda (Werme et al., 2002). Respecto al presente trabajo, no se puede determinar qué perfil
neuronal, ya fuera D10 D2, es el que presentd una mayor expresion de AFosB; no obstante,
algunos trabajos han reportado la inducciéon de AFosB en ambos subtipos de MSN en NAc
y estriadodorsal tras la ingesta crénica de sacarosa (Lobo et al., 2013).

Es probable que la induccion de AFosB en los individuos que presentaron una sobre
expresion fuera causada por la liberacién de opioides, tales como encefalinas o -
endorfinas, provocada por la repetida exposicion a sustancias dulces (Yamamoto et al.,




2000; Hoebel et al., 2009), lo cual, de acuerdo con estudios de induccién de AFosB causada
por la administracion cronica de opioides, suprimiria la expresion de dinorfinas en las MSNs
D: (Zachariou et al., 2006), y dado que la dinorfina tiene un efecto represivo sobre las vias
de recompensa entre NAc y VTA que regula la sefializacion dopaminérgica (Nestler y
Carlezon, 2006), se induciria una alteracion en el mecanismo de retroalimentacién negativa
gue va de NAc hacia ATV, provocando en ultima instancia estas conductas de compulsién,
aumento de motivacién y aumento en el consumo de stevia. Apoyando esta teoria se
encuentran datos reportados con roedores que utilizan modelos de alimentacién compulsiva
inducida por el acceso limitado a una solucion de azucar, donde en tan sélo unas semanas
bajo este régimen de alimentacion, las ratas manifestaron signos de “abstienencia” opiacea
en respuesta a la administracién de naloxona (3 mg/kg s. c.) (Colantuoni et al., 2002). De
la misma manera, los sintomas de abstinencia fueron evidentes cuando el azlcar era
retirada por 24 horas (Colantuoni et al., 2002; Avena et al., 2008). Ademas, un analisis
cuantitativo con PCR y evidencia autoradiogréfica reportaron una disminucion del ARNm
de encefalina (Spangler et al., 2004) y una regulacién positiva de la unién al receptor opioide
i en el NAc (Colantuoni et al., 2001). Y dentro de la clinica, el consumo de alimentos dulces
ha sido asociado con la analgesia en humanos, y se ha postulado que es el sabor, y no la
sustancia en si misma, lo que causa esta analgesia (Barr et al., 1999).

Sin embargo, se debe ser cauteloso en estas conclusiones pues la activacion de neuronas
glutamatérgicas en amigadala y de la corteza prefrontal media también induce la expresion
de AFosB en NAc (Lobo et al.,, 2013). Sumando a esto, la actividad de las neuronas
dopaminérgicas se encuentra fuertemente regulada por sefiales que reflejan el balance
nutrimental, por ejemplo, sefiales que cominmente reportan balance energético negativo y
promueven el apetito, tales como orexinas/hipocretinas (Espafa et al., 2011; Patyal et al.,
2012), grelina (Quarta et al., 2009; Cone et al., 2014, 2015), neuropéptido Y (NPY) (Quarta
et al,, 2009) y el neuropéptido relacionado con agouti (AgRP) (Davis et al., 2011)
incrementan la actividad dopaminérgica mesolimbica; por otro lado, sefiales que reportan
balance energético positivo y reducen el apetito, como el péptido similar al glucagon tipo 1
(GLP-1) (Egecioglu et al., 2013), colecistoquinina (Helm et al., 2003), insulina (Mebel et al.,
2012; Labouébe et al., 2013) y leptina (Fulton et al., 2006; Perry et al., 2010; Domingos et
al., 2011) tienden a reducir la actividad dopaminérgica mesolimbica. Mas alla de que existen
reportes indicando que los glucdsidos de esteviol y el aglicon esteviol aumentan la
produccion de insulina en células pancreaticas  (Jeppesen et al., 2000; Abudula et al.,
2008; Nordentoft et al., 2008; Philippaert et al., 2017) y que ratones C57BL/6J que
consumieron una solucién 12.5 mM de Ace-K por 40 semanas presentaron niveles elevados
de leptina circulante (Cong et al., 2013), sin embargo, los resultados obtenidos de los
estudios que abordan los efectos de los NNS sobre el metabolismo de la glucosa o la
liberacidn de incretinas aln son contradictorios (Ma et al., 2010; Steinert et al., 2011; Wu et
al., 2012).




CONCLUSIONES

General

El estimulo sensorial del sabor producido por consumir un alimento dulce de manera libre
es suficiente para inducir cambios moleculares tanto en nacleo accumbens como en el
estriado dorsal, areas pertenecientes al sistema meso limbico dopaminérgico y que se
encuentran involucradas en la regulacion de conductas motivacionales y dirigidas.

Especificas

- La concentracion elegida para la solucion de extracto de stevia 0.2% fue preferida a
partir del segundo dia, aunque no fue lo suficientemente gratificante para promover
el consumo excesivo de liquidos. Por otro lado, no se observé una preferencia de
Ace-K pero tampoco se puede determinar que existié aversion pues el consumo de
agua y Ace-K dentro del grupo de eleccion libre fue practicamente el mismo durante
los 20 dias.

- No se observd que el consumo de alguno de los dos NNS promoviera la ganancia
de peso o el consumo de alimento para compensar la deficiencia calérica de los
alimentos dulces.

- Solamente la solucién de extracto de stevia promovié la sobre expresion de AFosB
en NAc Core, Shell y estriado dorsal en el grupo de eleccion libre indicando que las
diferencias en la expresién entre tratamientos estaban influenciadas por las
propiedades hedodnicas del alimento y no por las caracteristicas fisicas de los
alimentos per se.
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