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Resumen

Los edulcorantes de stevia (steviosidos) son edulcorantes naturales no cal6ricos
entre 100 a 300 veces més dulces respecto al azUcar y contienen una mezcla
compleja de glucidos diterpenos. En la actualidad su uso ha ido en aumento debido
a una tendencia en el consumo de productos naturales sustitutos del azucar. Los
steviosidos activan al receptor del sabor dulce T1IR2-T1R3, que es donde se inicia
la transduccion de sefiales. Las vias del gusto se transmiten a través de los pares
craneales VII, IX y X hasta llegar a la corteza gustativa primaria con relevos

primarios a nivel del tallo cerebral y en nucleos del tracto solitario o del séptimo.

El sistema de recompensa evolucion6 para satisfacer conductas biolégicamente
esenciales como alimentacién, hidratacion, reproduccion, cuidado parental e
interacciones sociales. Cuando se consumen alimentos se activa la via mesolimbica
de recompensa, de hecho, se puede consumir alimento alun después de haber
alcanzado los requerimientos energéticos debido a las propiedades hedonicas de la
comida. Investigaciones previas, han reportado la actividad del sistema
dopaminérgico por el consumo de sacarosa. Sin embargo, a la fecha no se ha
reportado la actividad de este sistema provocado por el consumo de edulcorantes

no caléricos.

En la actualidad, nuestro grupo de trabajo se encuentra interesado en averiguar si
el consumo de dichas sustancias puede activar el sistema dopaminérgico, lo cual
seria la puerta de entrada para el establecimiento de una posible adiccion. De esta
forma las primeras regiones a evaluar en el cerebro son el nicleo del tracto solitario
y area tegmental ventral. Para evaluar la actividad de estas areas, se colocaron dos
grupos de 5 ratas machos adolescentes (30-40 dias postnatal) un grupo control y
un grupo experimental, el grupo control tuvo acceso a agua y alimento ad libitum,
respecto a los animales del grupo experimental, estos tuvieron acceso a una
solucion de extracto de stevia al 0.2% en su agua las 24 horas del dia con alimento
ad libitum. El tratamiento tuvo una duracion de 20 dias, al final del tratamiento las
ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico via intraperitoneal y perfundidas

via intracardiaca con solucion salina (0.9%) seguida de paraformaldehido al 4% en
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PB 0.1 M afin de lograr la perfusion de los tejidos y realizar la extraccion del cerebro.
Posteriormente se realizaron secciones coronales de 40 um del nucleo del tracto
solitario (bregma -11.76) y del area tegmental ventral (bregma -6.84) para ser
procesados con la técnica de inmunohistoquimica para AFosB. Se cuantificaron los
ndcleos positivos a AFosB y se compararon por medio de un Mann-Whitney test.
Los resultados en nucleo del tracto solitario indican diferencias significativas en el
namero de células inmunoreactivas del grupo tratado con extracto de stevia con
respecto del control con un valor de U=532.5 y P=0.0089<0.05, en &rea tegmental
ventral indican que existen diferencias significativas en el niumero de neuronas
inmunoreactivas del grupo tratado con stevia respecto al grupo control con un valor
de U=487.0 y un valor de P=0.0017<0.05. Los hallazgos indican que en el nucleo
del tracto solitario existe expresion del factor de transcripcion por lo que la via del
gusto se activa tras el consumo del extracto, y en &rea tegmental ventral nos indica

gue el consumo de stevia, activa el sistema de recompensa.



Introduccion

El sistema de recompensa dopaminérgico mesolimbico es importante en conductas
biolégicamente esenciales como la alimentacion y la reproduccién. La activacion de
las neuronas mesolimbicas en el area tegmental ventral conduce a la liberacion de
dopamina en el nucleo accumbens. Esta proyeccion mesolimbica es critica para el
comportamiento relacionado con la recompensa y ha sido bien estudiada en
modelos de adiccién a las drogas (Andrews y Horvath, 2008).

Se ha reportado que la sacarosa puede activar este sistema e inducir recompensas
que son comparables en magnitud a drogas adictivas como el alcohol, cocaina y
nicotina. Todo indica que esto se debe principalmente a su aporte calorico

relacionado con su poder edulcorante (Lenoir et al., 2007).

La percepcién del sabor dulce es una capacidad innata que depende de dos
receptores acoplados a proteina G, T1R2 y T1R3, localizados en la lengua. La
estimulacién de estos receptores por dietas dulces tales como bebidas azucaradas
(refrescos, gaseosas, bebidas de frutas) genera una sensacion que la mayoria de
los humanos y otros mamiferos, incluyendo roedores, encuentran intensamente

gratificante (Lenoir et al., 2007).

Se sabe que la sacarosa y los edulcorantes como la stevia activan los receptores
de sabor dulce T1R2-T1R3 (Lee y Owyang, 2017). La stevia es un edulcorante
natural de alta potencia que consta de hasta diez glucésidos de esteviol. La
sustancia ahora se emplea en varios alimentos, bebidas y como un sustituto del
azucar en la mesa. Es 250 veces mas dulce que el azlicar en una equivalencia de
sacarosa al 5% y tiene cero calorias. Fue uno de los primeros edulcorantes aislados

de fuentes naturales (Chopade et al., 2015).

Sin embargo, no se ha reportado la actividad del sistema de recompensa provocado
por el consumo de edulcorantes como stevia. El objetivo del presente estudio
consistié en evaluar la actividad neuronal de nucleos cerebrales clave, tanto en la
deteccién del sabor como en la via de recompensa cerebral mediante la deteccion

del factor de transcripcion AFosB.



Entre muchos factores de transcripcion que se sabe que influyen en el proceso de
adiccion, uno de los mejor caracterizados es el AFosB, que se induce en las
regiones de recompensa del cerebro por exposicion cronica a practicamente todas
las drogas de abuso. Ademas, AFosB sirve como indicador de la actividad cerebral

a causa de su estabilidad (Nestler, 2008).



Antecedentes
1. Sistema de recompensa cerebral
El sistema de recompensa cerebral fue descrito por Olds y Milner en la Universidad
McGill a principios de la década de 1950. Estos investigadores sefialaron que los
animales regresaban repetidamente a un area del laboratorio en la que habian
recibido estimulacion eléctrica leve, en estructuras subcorticales. Posteriormente,
indicaron que los animales realizaron tareas como presionar palancas montadas en

la pared, para recibir dicha estimulacion cerebral (Gardner, 2011).

Es importante destacar que el circuito de recompensa cerebral evoluciond para la
subsistencia de comportamientos biolégicamente esenciales; como la alimentacion,
hidratacién, conducta sexual, cuidado parental e interacciones sociales (Gardner,
2011). La via de recompensa cerebral no es una estructura como tal, es un grupo
de nucleos cerebrales que trabajan de manera conjunta formando una red a través
de la cual circula la informacion. Entre los principales componentes del sistema se
encuentran el area tegmental ventral, nicleo accumbens, amigdala, nucleos
basales y corteza prefrontal. Su principal neurotransmisor es la dopamina (Gardner,
2011).

1.1 Dopamina

La dopamina (Figura 1) es el neurotransmisor catecolaminérgico mas importante
del Sistema Nervioso Central (SNC) en los mamiferos, participa en la regulacion de
funciones como conducta motora, emotividad y afectividad, asi como en la
comunicacién neuroenddcrina. Las técnicas de clonacion molecular han permitido
la identificacion de cinco tipos de receptores dopaminérgicos, todos ellos acoplados
a proteinas G y divididos en dos familias farmacolégicas denominadas D1 y D2
(Bahena et al., 2000).



La investigacion acerca de la transmision dopaminérgica puede remontarse a la
década de los 50°s, cuando la dopamina fue reconocida como un neurotransmisor,

siendo detectada por vez primera en el SNC en 1958 (Bahena et al., 2000).
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Figura 1.- Estructura quimica de la dopamina (3,4-dihidroxifeniletilamina) (Tomada de Bahena et al., 2000).

1.2 Sistema dopaminérgico

El sistema de dopamina mesolimbico es un elemento esencial en el inicio y la
modulacién de diversas formas de comportamiento dirigido a objetivos, incluidos el
refuerzo de drogas y procesos de adiccion. La neurotransmision de dopamina
aumenta con la administracion aguda de todas las drogas de abuso. La exposicion
cronica a estos farmacos a través de la autoadministracion voluntaria proporciona
un modelo de abuso de estimulantes que es Uutil para evaluar las posibles
adaptaciones conductuales y neuroquimicas que se producen durante la adiccion

(Espafa y Jones, 2013).

Este sistema incluye a las neuronas de la region retrorubral del area tegmental
ventral y de la sustancia negra compacta, las que envian proyecciones a tres
regiones principales: el neoestriado (nucleos caudado y putamen), la corteza
limbica (entrorrinal, prefrontal medial y cingulo) y otras estructuras limbicas (el
septum, el tubérculo olfatorio, el nucleo accumbens, la amigdala y la corteza
piriforme) (Figura 2). Dentro de este grupo se encuentran dos de las vias
dopaminérgicas mas importantes, la via nigroestriatal y la via mesolimbica (Koob y
Volkow, 2010).
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Figura 2.- Esquematizacion de un corte sagital de cerebro de rata donde se muestran las estructuras
cerebrales que forman parte del sistema de recompensa, sefialando de manera especifica en color
rojo la via dopaminérgica. Area tegmental ventral (VTA), nicleo accumbens (N.Acc), comisura

anterior (AC), corteza frontal (FC). Tomado de Koob y Volkow, 2010.

1.3 Area tegmental ventral

El area tegmental ventral es una estructura evolutivamente conservada, a la cual se
le atribuyen funciones en la busqueda de recompensa, seguridad, aprendizaje,
motivacion y trastornos neuropsiquiatricos, como adiccion y depresion. Las
neuronas dopaminérgicas del cerebro medio se asocian con mayor frecuencia al
procesamiento de recompensas naturales (por ejemplo, alimentos o agua) y drogas
de abuso. Mas de cincuenta afios de intensa investigacion sugieren que las
neuronas pertenecientes al area tegmental ventral, que incluye, pero no se limita a
las neuronas dopaminérgicas, son fundamentales en el refuerzo conductual. Se han
presentado muchas hipétesis sobre la funcién especifica de las neuronas
dopaminérgicas en el procesamiento de recompensa, como la toma de decisiones,
abordaje, aprendizaje y formacion de la memoria. Sin embargo, varios estudios

también han demostrado que las neuronas dopaminérgicas del area tegmental
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ventral estan involucradas en el procesamiento de resultados aversivos (Barker et
al., 2016).

Después de identificar que la dopamina es un neurotransmisor quimico a nivel
cerebral, se identificaron mediante histofluorescencia las neuronas dopaminérgicas
en el area tegmental ventral y se demostré que estas, junto con otras neuronas
catecolaminérgicas y serotoninérgicas en todo el cerebro, comprenden doce grupos
celulares discretos (etiquetados como grupos A1-A12). Una caracteristica del grupo
A10, en particular, es la morfologia heterogénea entre sus neuronas (Barker et al.,
2016).

El 4rea tegmental ventral contiene principalmente neuronas dopaminérgicas, sin
embargo, también posee neuronas gabaérgicas, glutamatérgicas y es de las pocas
zonas en las que las neuronas pueden comunicarse por mas de un neurotransmisor

(Morales y Margolis, 2017).

1.4 Nucleo Accumbens

La obesidad es un problema importante de salud publica. La palatabilidad (es decir,
el valor reforzador de los alimentos, derivado de las sefiales orosensoriales) es un
factor importante en la determinacion de la ingesta de alimentos y contribuye a un
mayor consumo gque, a su vez, conduce a la obesidad. El nicleo accumbens es
importante tanto para los comportamientos apetitivos como consumatorios, se ha
implicado en la modulacion de la palatabilidad. En particular, experimentos
farmacolégicos han demostrado que la sefializacion opioide enddégena en el nicleo
accumbens, contribuye significativamente a los comportamientos consumatorios,
probablemente, a través de la modulacion de la palatabilidad de los refuerzos
consumidos. En apoyo de esta hipétesis, la micro-infusion de opioides en el ndcleo
accumbens es particularmente efectiva para aumentar la ingesta de alimentos con
alto contenido de energia. Por el contrario, los antagonistas opioides inyectados en
el ndcleo accumbens pueden bloquear la ingesta de reforzadores normalmente
preferidos, sin afectar el consumo de alternativas menos apetecibles (Tahay Fields,

2005).
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Los hallazgos descritos previamente, indican que los péptidos opioides enddégenos
del nucleo accumbens juegan un papel importante en el control del apetito. En
particular, se piensa que este sistema regula aspectos hedonicos de la ingesta de
alimentos que rigen la respuesta emocional positiva a los alimentos altamente
apetecibles como la grasa y el azlUcar. Trabajos previos han demostrado que la
administracion de DAMGO (agonista opioide) aumenta notablemente la ingesta de
alimentos y mejora preferentemente la ingesta de alimentos como la grasa, la

sacarosa y la sal (Will et al., 2003).

1.3 Core y Shell (Nucleo Accumbens)

Una rapida observacion de la estructura anatomica del nicleo accumbens nos
indica que su funcién mas probable es la de integracién limbicomotora. Esta, posee
dos territorios diferentes, tanto en sus conexiones como neuroquimicamente; el core
y la shell. El core es una extensién del estriado dorsal, de acusado caracter motor:
recibe aferencias glutamatérgicas de la corteza motora y dopaminérgicas de la
sustancia nigra, y presenta conexiones gabaérgicas de salida hacia el palido ventral
que forman parte de los bucles motores coértico-estriado-péalido-talamicos de
caracter extrapiramidal. La shell presenta conexiones de abierto caracter limbico:
recibe importantes entradas glutamatérgicas desde el hipocampo y la amigdala
centromedial, asi como dopaminérgicas desde el tegmento ventral (Fernandez-
Espejo, 2000).

BLA
Drive
Motivation
PFC VTA
Higher Cortical Reward Prediction
Processing / Incentive Salience
m—— G|utamate NACc
— ﬁ
GABA Core Shell

=== Dopamine

12



Figura 3.- Descripcién general de las principales proyecciones aferentes y eferentes del ndcleo
accumbens. Las ubicaciones de las flechas no indican el grado o la ubicacion precisa de la
proyeccion. PFC, corteza prefrontal; HPC, hipocampo; BLA, amigdala basolateral; VTA, area

tegmental ventral; VP, pallidum ventral; NAc, ndcleo accumbens. (Tomada de Day y Carelli, 2007).

2. Via del gusto

El sentido del gusto es un sistema quimiosensorial especializado, dedicado a la
evaluacion de alimentos y bebidas. A diferencia del tacto, la vision, la audicion o el
olfato, quienes funcionan en diversos contextos de comportamiento, el sentido del
gusto ha evolucionado para servir como regulador dominante y conductor de la
alimentacion. Los sistemas gustativos detectan compuestos nutricionalmente
relevantes y dafiinos en los alimentos y desencadenan conductas innatas que
conducen a la aceptacion o rechazo de posibles fuentes de alimento (Yarmolinsky
et al., 2009).

Los humanos y probablemente la mayoria de los mamiferos clasifican los estimulos
gustativos en una pequefia proporcion de cualidades. Los sabores dulce, amargo,
agrio y salado son familiares para todos, mientras que umami, un sabor salado
provocado por ciertos L-aminoacidos, constituye una quinta modalidad de sabor
primario. Umami y dulce son sabores agradables que promueven el consumo de
alimentos nutritivos (como los bloques de construccién para la sintesis de proteinas
y energia), mientras que el amargo y agrio son sabores aversivos que alertan al
organismo de toxinas y pH bajo, promoviendo el rechazo de alimentos que
contienen sustancias nocivas (por ejemplo, plantas toxicas o frutas en mal estado o
inmaduras). La sal puede ser atractiva o repulsiva, dependiendo tanto de la
concentracion de sodio como de las necesidades fisioldgicas del consumidor. La
amplitud modesta de este repertorio, junto con la relacion innata de calidad con la
valencia hedonica y la respuesta conductual, implican que la tarea del sistema del
gusto no es una discriminacion sutil, sino mas bien, el conducir decisiones binarias

sobre si consumir o rechazar un posible alimento (Yarmolinsky et al., 2009).
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El procesamiento del gusto se logra primero, a nivel de las células receptoras del
gusto, (Figura 4) que se agrupan en las papilas gustativas de la lengua. Cuando las
células receptoras del gusto se activan por catadores especificos, transmiten
informacion a través de fibras sensoriales aferentes a areas especificas en el
cerebro, las cuales estan involucradas en la percepcion del gusto. Se han
identificado cuatro subtipos morfolégicos de células receptoras del gusto: las células
parecidas a glia tipo I, detectan el sabor salado; las células tipo Il expresan
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) para detectar sabores dulces, umami
y amargos; las células tipo Ill detectan estimulos agrios; mientras que las células
tipo IV probablemente, representan células de sabor progenitoras o de tallo

(Janssen y Depoortere, 2013).
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Figura 4.- Esquema de las principales células gustativas. Esta clasificacion incorpora caracteristicas
ultraestructurales, patrones de expresioén génica y las funciones de cada tipo, I, Il (receptor) y IlI
(presindptica). Las células tipo | (azul) degradan o absorben neurotransmisores. También pueden
eliminar el K* extracelular que se acumula después de los potenciales de accion en las células
receptoras y presindpticas. El sabor salado puede ser activado por algunas células tipo I. Los
compuestos dulces, amargos y de sabor umami activan las células receptoras induciéndolas a liberar

ATP através de pannexin 1 (Panx1). (Adaptado de Lee y Owyang, 2017).
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2.1 Senalizacion celular

En el mecanismo bioquimico que ocurre en los botones gustativos los productos
quimicos asociados al sabor dulce y amargo se unen a ciertos receptores de la
membrana celular que desencadenan una cascada de sefales en el interior de las
células, cuyo resultado final se manifiesta en la apertura y/o cierre de los canales
i6nicos. En 1992, Margolskee y colaboradores identificaron uno de los miembros
clave de la cascada. La cual llamaron gustoducina, dada su similitud molecular con
la transducina, una proteina de las células retinianas que ayuda a transformar o
transducir la sefial luminosa que alcanza la retina en un impulso eléctrico
constitutivo de la visidn. La gustoducina y la transducina son proteinas G que se
encuentran unidas a la parte interna de distintos tipos de receptores de superficie.
El trifosfato de guanosina o GTP regula su actividad (Lindemann, 2001). Cuando
una molécula gustativa genuina se une a una célula gustativa receptora, con la
especificidad de una llave en su cerradura, las subunidades de la gustoducina se
separan y catalizan una serie de reacciones bioquimicas que desembocan en la

apertura o cierre de los canales i6nicos (Smith y Margolskee, 2001).

En la via bioquimica asociada al sabor dulce, los estimulos dulces son producidos
por el azlcar o los edulcorantes sintéticos, que no entran en las células gustativas,
pero desencadenan cambios en el interior de estas. Las moléculas del edulcorante
activan los receptores de la membrana celular, los cuales, activan las proteinas G.
Como resultado, tales proteinas (compuestas de las subunidades a, 3, y) forman un
complejo con moléculas de GTP y luego se separan liberando la subunidad a que
permanece asociada al GTP. Este nuevo complejo activa la fosfolipasa C-B3, una
enzima unida a la membrana que cataliza la conversion de fosfatidilinositol 4,5
bifosfato (PIP2) en inositol 1,4,5 trifosfato (PIP3) y diacilglicerol. Este inositol 1,4,5
trifosfato se constituye asi en un segundo mensajero (el primero era la informacion
obtenida de la molécula edulcorante en el exterior de la célula) y muy probablemente
activa una quinasa, con la cual se propicia la fosforilaciéon de un canal de iones

potasio (Pacyniak, 2001).
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El resultado de todo este proceso es, un cambio en la conductancia de dichos iones
y, por tanto, una perturbacion en el potencial de la membrana celular. Esta
perturbacion se propaga hacia abajo y mediante un efecto domind induce la apertura
de canales de iones sodio y estos la de canales de iones calcio. Estos ultimos pasan
a ser un tercer mensajero, pues al aumentarse su concentracion se desencadena
otra serie de reacciones que tienen como resultado la liberacion de moléculas
neurotransmisoras en la sinapsis. Dichas moléculas activan los receptores de los
terminales de las fibras nerviosas dando origen a las sefiales eléctricas que
finalmente llegaran al cerebro para ser interpretadas alli como sabor dulce (Figura
5) (Pacyniak, 2001).

e Edulcorante P14,5-bisfosfato

GPCR activada [PI(4,5)P,]

/

fosfolipasa C-p activada diacilglicerol

TN 1N

7 [ \\\\

proteina
i C

inositol P g;‘::zz

proteina Gg 1,4,5-trisfosfato O e
activada @ 2+
(1p3) P o
canal liberador
de Ca*+ sensible

alp;, abierto

lumen del reticulo
endoplasmatico

e 00

@
ee®@® 000" @

Figura 5.- Esquema de la sefializacion intracelular inducida por sustancias edulcorantes. (Adaptadda
de Alberts et al., 2008).
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2.2 Receptores al sabor dulce, familia T1r

La sensacion de sabor permite a los animales detectar ciertas sustancias quimicas
dentro de los alimentos y evaluar si son nutritivas o venenosas. El proceso es
evocado por interacciones especificas entre los estimulantes y los receptores del
gusto que residen en la membrana plasmatica de las células del gusto en las papilas
gustativas de la cavidad oral. La familia del receptor del gusto tipo 1 (T1r) participa
en la percepcion de los sabores apetecibles en nutrientes, tales como azucares y L-
aminoacidos (Nelson et al., 2001). La familia se conserva en vertebrados, incluidos
los peces, las aves y los mamiferos, los receptores funcionan como heterodimeros
constitutivos de T1r1-T1r3 y T1r2-T1r3. La especificidad del ligando probablemente
esté sintonizada con la dieta de los animales. En humanos y roedores, el
heterodimero T1r2-T1r3 reconoce sustancias dulces como los azucares, mientras
que el heterodimero T1rl-T1r3 percibe umami de L-aminoé&cidos incluyendo el
glutamato. Por el contrario, en aves, un grupo que generalmente carece del gen
T1r2, el heterodimero T1rl-T1r3 de especies que se alimentan de insectos
responde a los L- aminoacidos, mientras que el de una especie que se alimenta de

néctar detecta azucares (Baldwin et al., 2014).

La fisiologia de la percepcion del gusto esté incorporada en las caracteristicas de la
funcién T1r. Muchos receptores T1r tienen una amplia especificidad de ligando
(Figura 6), el receptor T1lr2-T1r3 humano reacciona a mono-oligosacaridos,
edulcorantes artificiales sin grupos sacéridos, algunos D- aminoacidos e incluso
proteinas (Li et al., 2002).
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Figura 6.- Esquema del dimero de GPCR dulce T1R2 + T1R3, que muestra los multiples sitios de

union del ligando. T1R2 se muestra a la izquierda, T1R3 est4 a la derecha (Roper, 2007).

2.3 Teoria molecular del sabor dulce

De acuerdo con la hipétesis propuesta por Shallenberger y Acree en 1967 (figura
7), la percepcion del sabor dulce se basa en la existencia de un sistema
donador/aceptor de protones. En el alimento hay un sistema AH/B que puede entrar
en contacto con un sistema complementario AH/B del receptor en las papilas
gustativas; A y B son atomos electronegativos (por ejemplo, oxigeno, nitrégeno o
cloro) y H es un atomo de hidrégeno unido mediante enlace covalente a A (Kier,
1972). Entre las estructuras AH/B de la molécula dulce y el receptor se pueden
formar enlaces por puentes de hidrégeno con caracter débilmente hidrofilico o bien
del tipo hidrofoébico. Segun estudios posteriores, este modelo se amplié afiadiendo
la existencia de grupos hidréfobos (X), que son atraidos por grupos similares
dispuestos en el receptor gustativo. La estructura AH/B/X se conoce como la
estructura glucéfora de las sustancias edulcorantes o estructura tripartita, dicha
estructura se debe situar de tal manera que sus componentes entren en contacto

con el centro receptor. Para que un compuesto tenga sabor dulce, la distancia entre
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Ay B debe ser como minimo 0.25 a 0.40 nm (2.5 a 4 A). Una estructura AH/B con

una distancia menor origina sabor amargo (Martinez y Roman, 2002).
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Figura 7.- Esquema de la teoria de Schallenberger y Acree sobre la percepcién del sabor dulce
(Martinez y Roman, 2002).

2.4 Nucleo del tracto solitario (Sol)

Las terminaciones nerviosas de los nervios craneales, que contienen axones
gustativos y somatosensoriales de la cavidad oral, se distribuyen en un orden
rostrocaudal superpuesto dentro del nucleo del tracto solitario de roedores. Los
componentes aferentes del nervio facial, llamado nervio intermedio de Wrisberg,
inervan la lengua anterior, asi como el paladar duro y blando, culminando
densamente en la punta rostral del nucleo. Algunas fibras se extienden en una cola
caudalmente a cierta distancia. El nervio glosofaringeo inerva las papilas gustativas
en la lengua caudal y sus axones terminan en la parte caudal del area del nervio
facial principal. Algunos de estos axones continlan mas caudalmente y pasan al
lado contralateral. Caudal al area glosofaringea principal, los axones del nervio vago
dominan el Sol restante, que se une en la linea media y se adentra en la médula

espinal (Paxinos, 2004).
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Tras la activacién de los receptores de sabor dulce, aferentes neurales de los
nervios craneales, se envia informacion gustativa a la division rostral del Sol
(Paxinos, 2004).

En roedores, las fibras ascienden ipsilateralmente al nucleo parabraquial. Desde el
ndcleo parabraquial se proyecta una via dorsal a la parte parvocelular del nucleo
ventroposteromedial del tAlamo (nucleo talamico del gusto) y una via ventral a las
areas amigdalar e hipotalamica lateral. Las aferencias talamicas se proyectan hacia
la corteza gustativa primaria, que se define como el objetivo cortical localizado
dentro de la corteza insular. En primates y humanos las proyecciones del Sol eluden
el nucleo parabraquial y proceden directamente al nacleo ventroposteromedial del

talamo (Fernstrom et al., 2012).

2.5 Anatomia del gusto

Soft palate

“~ Gust cortex
Fungiform
papillae >

~ y Soft palate
\ Xy Circumvallate
N ] 4

5 2 Foliate

Chorda tympani

Figura 8.- Esquematizacion de la anatomia del gusto en raton. Las papilas gustativas se distribuyen
ampliamente en la lengua y paladar blando. En la lengua, las papilas gustativas se clasifican en tres
clases: papila circunvalada ubicada en la parte posterior de la lengua; papilas foliares que se
encuentran en el borde lateral posterior, y las papilas fungiformes que se distribuyen en los dos

tercios anteriores de la lengua; estas tres clases de papilas se pueden resaltar en ratones disefiados
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para expresar la proteina verde fluorescente en las areas papilares. Las papilas gustativas en la
lengua y el paladar estan inervadas por tres nervios aferentes: cuerda timpanica, glosofaringeo y
superficie mayor petrosal. Estos nervios llevan informacion del gusto desde las células receptoras
hasta el nacleo del tracto solitario en el tronco encefalico. Desde el nicleo del tracto solitario, las
respuestas del gusto se transmiten y procesan a través del ndcleo parabraquial y el talamo a la

corteza gustativa primaria en la insula (Fernstrom et al., 2012).

3. Stevia rebaudiana

Universalmente, el sabor dulce es considerado agradable y preferido para bebidas,
alimentos, productos farmacéuticos y productos de higiene bucal/cosméticos
(Belloir et al., 2017). Para proporcionar un sabor dulce a estos productos, los
azucares caloricos naturales mas utilizados son sacarosa, fructosa y glucosa. Dado
que estos azlcares naturales proporcionan calorias, se deben utilizar fuentes
alternativas cuando el consumidor desee un sabor dulce con pocas calorias 0 sin
calorias. Los glucésidos de esteviol aislados de Stevia rebaudiana Bertoni se han
explorado para producir un edulcorante ideal (dulce, bajo o sin calorias y natural)
(Prakash et al., 2014).

La Stevia rebaudiana Bertoni es un arbusto perenne, miembro de las Asteraceae,
descubierto en la region de Amambay, al noreste de Paraguay, en la frontera con
Brasil. Sus hojas intensamente dulces eran conocidas por las tribus guaranies
locales que la habian utilizado durante muchos siglos en la medicina popular y para
endulzar el té. La planta fue clasificada por Bertoni en 1899, luego un producto
natural dulce crudo (esteviosido) fue aislado por primeravez en 1909 y en una forma

mas pura por Bridel y Lavieille en 1931.

El esteviosido es un glucésido tipico y comprende una aglicona, en este caso el
esteviol diterpenoide y una porcién de azucar. Los glucésidos pueden proporcionar
un mecanismo de almacenamiento para la aglicona e incluso, en algunos casos,

poseen una actividad biologica especifica (Hanson, 2016).
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Rebaudidsido A y esteviosido, han sido identificados por su predominancia y son
comercialmente interesantes como edulcorantes bajos en calorias. Se ha informado
gue ambas sustancias son 100-300 veces mas dulces que la sacarosa, aunque la
percepcion puede variar segun el método psicofisico y la concentracion de
referencia utilizada. Sin embargo, existe consenso en que tanto el estevidésido como
el rebaudidsido A tienen un sabor amargo para los humanos cuando se presentan

a concentraciones mas altas (Nicklasson et al., 2018).

Los estudios sobre la estructura del estevidsido se informaron en 1955 y 1956,
posteriormente en el afio 1960 se establecié la estructura completa y
estereoquimica. El interés en el uso de los glucosidos de Stevia como edulcorantes
no nutritivos, particularmente en Japon, comenzo en la década de 1970. Stevia
rebaudiana ahora se cultiva comercialmente en muchos paises, incluidos Japon,

Corea, China, Canada, Israel e India, Paraguay y Brasil (Hanson, 2016).

4. AFosB

La regulacion de la expresion génica es uno de los mecanismos importantes por el
cual la exposiciéon crénica a una droga causa a largo plazo cambios en el cerebro,
que subyacen a las alteraciones conductuales que definen un estado de adiccion.
Un hecho de esta hip6tesis es que los cambios inducidos por las drogas en la
transmision dopaminérgica, glutamatérgica y en la morfologia de ciertos tipos de
neuronas en el cerebro, son mediados en parte, a cambios en la expresion de

genes, lo cudl ha sido correlacionado con un estado de adiccion (Nestler, 2008).

AFosB esta codificado por el gen FosB (figura 9) y comparte homologia con otros
factores de transcripcién de la familia Fos. Estas proteinas de la familia Fos se
heterodimerizan con proteinas de la familia Jun para formar factores de

transcripcion activadores de la proteina (AP-1) (Nestler, 2008).
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Figura 9.- Base bioquimica de la estabilidad unica de AFosB: (a) FosB y (b) AFosB. AFosB se genera
mediante splicing alternativo y carece de los 101 aminoacidos C-terminales presentes en FosB. Se
conocen dos mecanismos que dan cuenta de la estabilidad de AFosB. En primer lugar, carece de
dos dominios degron presentes en el extremo C de FosB y en segundo lugar es fosforilado por la
caseina quinasa 2 (CK2) y probablemente por otras proteinas quinasas en su extremo N, lo que

estabiliza ain mas la proteina (Nestler, 2008).
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Figura 10.- Esquema que muestra la acumulacién gradual de AFosB frente a la induccion rapida y
transitoria de otras proteinas de la familia Fos en respuesta a las drogas de abuso. (A) Se muestra
la expresion de proteinas de la familia Fos (c-Fos, FosB y AFosB) que se inducen en el nucleo
accumbens y neuronas del estriado dorsal por administracion aguda de un farmaco de abuso. (B)
Con la administracion repetida del farmaco, cada estimulo agudo induce un nivel bajo de las
isoformas AFosB estables. Esto se indica mediante el conjunto inferior de lineas superpuestas que
indican AFosB inducido por cada estimulo agudo. El resultado es un aumento gradual en los niveles
totales de AFosB con estimulos repetidos durante un curso de tratamiento crénico. Esto se indica

con la linea progresiva creciente en el grafico (Adaptado de Nestler, 2008).

23



Justificacion

Existen evidencias conductuales y fisioldgicas que indican la activacion del sistema
de recompensa cerebral desencadenado por alimentos caldricos dulces como la
sacarosa, equiparable a sustancias adictivas como la cocaina. La disponibilidad de
productos caldricos dulces ha ido en aumento y se ha relacionado con desordenes
metabdlicos y un incremento de obesidad en la poblacion, por lo que se ha optado
por el uso de stevia, un sustituto de aztcar con un poder edulcorante mayor y sin
aporte caldrico; sin embargo, se desconoce la actividad que puede desencadenar
la ingesta de stevia y su efecto sobre el sistema de recompensa cerebral. Este
trabajo requiere de uso de un modelo animal como la rata wistar, a fin de evaluar
ndcleos cerebrales claves, tanto en la percepcion del sabor como en el inicio de una

posible adiccion.
Hipotesis

Si la activacion del sistema de recompensa mediante la via del gusto implica la
activacion del nucleo del tracto solitario, entonces se encontrard inmunomarcaje al
factor de transcripcion AFosB en nucleo del tracto solitario y area tegmental ventral

por el consumo de stevia.

Objetivos

e General
Registrar la posible actividad del Nucleo del Tracto Solitario y Area
Tegmental Ventral mediante inmunoreactividad a AFosB en ratas Wistar
tratadas con extracto de stevia.

e Especificos
1. Comparar el numero de células inmunoreactivas a AFosB en un
grupo de ratas que hayan consumido stevia vs. consumo de agua en
ndcleo del tracto solitario.
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2. Comparar el numero de células inmunoreactivas a AFosB entre ratas
con consumo de stevia y consumo de agua en area tegmental
ventral.

Método

1. Animales

Se utilizaron dos grupos de ratas macho Wistar (n=5) con un peso promedio de
85g de entre 30-46 dias post natal.

1.2 Alojamiento

Los animales estuvieron alojados en el cuarto de manejo experimental, o bioterio,
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma del
Estado de México (UAEMéX). El manejo de los animales y las condiciones internas

del bioterio se adecuaron a los estandares de la NOM-062 (1999).

Dentro del bioterio se mantuvo un ciclo luz-oscuridad invertido 12/12. A las 24:00 la
luz se encendia y se apagaba a las 12:00 Horas. Para la iluminacion se utilizé una
lampara con un foco de 60 Watts y si se necesitaba iluminacion en la fase oscura
se utilizaba un foco de luz roja de 60 Watts. La temperatura se mantuvo entre 20°y
26° Cy la humedad relativa entre el 40% y el 50%. A los animales se les proporcioné
agua potable y pellets de Rodent Chow de la marca Purina ad libitum, y se alojaron
en cajas de polipropileno (45 cm de largo, 25 cm de ancho y 20 cm de alto) con tapa
de acero inoxidable y viruta de madera de pino como material de cama. Se realizé
aseo tres veces por semana, ademas de colocar viruta de madera limpia, agua y

alimentos frescos.

1.3 Obtencion de las camadas

Se colocaron dos ratas machos Wistar en etapa reproductiva, cada macho con dos
hembras adultas durante 16 dias. Posterior a esta fecha se retiraron los machos y

se comprob6é que las hembras estuvieran prefiadas, una vez confirmado se
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separaron durante la gestacién. Posteriormente se destetaron a las crias el dia 21

y se aislaron hasta el dia 30 PN.

1.4 Aleatorizacion de las camadas

Se realiz6 identificacion de los machos en cada camada obtenida, estos animales

fueron colocados en una caja y fueron elegidos de forma aleatoria y asignados a un

grupo.

1.5 Grupos

Los animales fueron divididos en dos grupos:

e Cinco ratas fueron usadas para el primer grupo (Grupo Control) en el cual los
animales tuvieron acceso a dos bebederos con agua (durante 20 dias).
Consumo de agua y alimento ad libitum.

e Cinco ratas fueron usadas para el segundo grupo (Grupo Experimental),
grupo con consumo de stevia 0.2% (durante 20 dias), los animales tuvieron
acceso a dos bebederos con solucion de extracto de stevia 0.2 % Unicamente
y alimento ad libitum.

Cuadro 1. Grupos experimentales

Grupos
Variables Grupo Control Grupo Experimental
(20 dias) (20 dias)
Numero de individuos 5 5
Tratamiento Consumo de agua y Consumo de extracto de
alimento ad libitum stevia 0.2% y alimento

ad libitum

2. Preparacion del tejido nervioso

El marcaje de la proteina AfosB se realizé mediante el procesamiento del tejido por
medio de protocolos estandarizados para su fijacion y preservacion. Se utilizo la
técnica de perfusion intracardiaca para poder extraer los cerebros fijados y libres de

sangre. Posteriormente se realizo la crioproteccion del tejido y se obtuvieron cortes
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histologicos con ayuda de un criostato. Finalmente, los cortes fueron procesados

mediante inmunohistoquimica.

2.1 Perfusion

Las ratas fueron anestesiadas con una dosis de pentobarbital sédico (40 mg/Kg) por
via intraperitoneal. La perfusion se comenzo al comprobar que el individuo perdiera
motilidad y no respondiera a la presion en la base de la cola o en las patas

anteriores.

El procedimiento se llevo a cabo con un sistema de perfusion por gravedad. Se
expuso el corazon del animal y se abri6 el ventriculo izquierdo, por donde se inserté
la canula del sistema, introduciéndola hasta la aorta. Una vez que la canula estaba
bien colocada se realiz6 una incision en la auricula derecha para que drenara la
sangre y las soluciones de la perfusion. Primero, se administré solucion NacCl al
0.9% para eliminar de los tejidos la sangre y después, se aplicé una solucién fijadora
de paraformaldehido al 4 % en buffer de fosfatos (PB) 0.1 M. y sacarosa. La solucién
salina se dejé fluir hasta que el higado, los ojos y las patas perdieran color (10 a 15
minutos), y la solucién fijadora se dejaba fluir hasta que la columna vertebral se
endureciera (10 a 15 minutos). Inmediatamente después de la perfusion, los
cerebros fueron extraidos y colocados en la misma solucion fijadora, durante 24
horas a 4 °C.

2.2 Crioproteccién

Después de que los cerebros se mantuvieron 24 horas en solucion fijadora, estos
fueron colocados en un tren de soluciones crioprotectoras de PB 0.1 M con sacarosa
al 10 %, 20% y 30%. Los cerebros permanecieron entre tres y cinco dias en cada

solucion, y se mantuvieron en refrigeracion a 4°C.
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2.3 Cortes

Los cortes histolégicos se obtuvieron empleando un criostato a -30 °C. Los niveles
de bregma se localizaron con la ayuda del atlas de Paxinos y Watson (2007). Los
cortes se realizaron a un grosor de 40 micras y fueron colectados en multiplatos con

PB 0.1 My refrigerados a 4 °C hasta el momento de la inmunohistoquimica.

Los cortes que se obtuvieron de Bregma fueron en distintas posiciones, tomando
como referencia el atlas de Paxinos y Watson (2007) donde Bregma -11.76 mm a -
12.0 mm permite observar el Nucleo del Tracto Solitario (Figura 11A); Bregma -6.72

a -6.88 mm para observar Area Tegmental Ventral (Figura 11B).

A) Nucleo del tracto solitario (rojo) B) Area Tegmental Ventral (rojo)

Bregma -11.76 mm Bregma -6.84 mm

‘\\,L’/'T:\;,/?

Figura 11.- Representacion esquematica de los cortes a diferentes bregmas utilizados en este
trabajo. Los esquemas fueron tomados de “The rat brain” de Paxinos y Watson, 2007. Para Nucleo
del Tracto Solitario (A), un bregma de -11.76 mm y Area Tegmental Ventral -6.84 mm (B), mostrando

el nucleo de interés con un color rojo y a lado una foto del corte tefiido con Nissl.
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2.4 Inmunohistoquimica

Se realiz6 en multiplatos, mediante el método para tejido cortado en congelacion.
Se escogieron cuatro cortes para el procedimiento. Para comenzar el
procedimiento, los cortes fueron tratados durante 10 minutos con solucion de
peréxido de hidrogeno al 3 % diluido en PB 0.1 M para inhibir las enzimas
peroxidasas enddgenas. Posteriormente se incub6 durante 1 hora en solucién de
PB 0.1 M, Tris (0.3%) y suero de cabra (3%), para romper la membrana celular y
bloquear reacciones no especificas. Después se cambio la solucion PBTS por la
solucion PBTS + anticuerpo primario para FosB (sc-48; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, California, USA) incubado por 96 horas a 4 °C. Transcurrido el tiempo,
se cambid la solucion PBTSAL y se coloco la solucién PBT+anticuerpo secundario
de cabra anti-lgG de conejo (B2770; Life Technologies, Waltham, Massachusetts,
USA). Después de la incubacion con el anticuerpo secundario, se coloco la solucién
del complejo Avidina-Biotina (avidina mas enzima peroxidasa conjugada con
biotina) y se dejo actuar por una hora. Para revelar se sustituyé por solucion de
diaminobenzidina 0.02%, niquel 0.004% y peréxido de hidrégeno 0.07% y se dej6

actuar hasta observar presencia de reaccion.

. . Complejo Avidina-Biotina
\ A \ A Enzima peroxidasa
X<.’x‘. conjugada con Biotina
Anticuerpo Secundario A\ / A/
conjugado con Biotina x{.}x{.
(lgG-B anti IgG) A A
\ A 4

Anticuerpo Primario
(lgG anti Delta Fos B)

=
"

VAN
A\ /\ - vemres

Figura 12.- Interacciones moleculares durante la prueba inmunohistoquimica (Tomado de Taylor y
Rudbeck, 2013).
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2.5 Montaje

Los cortes se extendieron en portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar durante
3 dias. Después de secarlos, las muestras fueron tratadas en un tren de alcoholes
a diferentes concentraciones (70 %, 96 % y 100 %) para deshidratar, y en xilol al
100 % para aclarar el tejido. Finalmente se colocé la resina y el cubreobjetos para

Su montaje permanente.

3. Andlisis histolégico
Los nucleos cerebrales se observaron mediante un microscopio Optico; para ubicar

al ndcleo del tracto solitario se realizaron tres tinciones diferentes (Figura 13).
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Tincion de Nissl
Nucleo del Tracto Solitario
10X

Inmunohistoquimica y
Tincion de Nissl
Nucleo del Tracto
Solitario

40X

Inmunohistoquimica
Nucleo del Tracto

Solitario
40X

Tincion de Nissl
Bregma -11.76 mm
1-Nucleo Coclear dorsal

2- 4to Ventriculo
3-Nucleo del Tracto Solitario

Figura 13.- Para la
identificacion del
nicleo del tracto
solitario se analizaron
tres tinciones con
tratamientos diferentes
para encontrar
patrones de expresion,
en la figura 13 A) se
muestra una tincion de
Nissl, en la figura 13 B)
se muestra una
combinaciéon de Nissl
con
inmunochistoquimica
para C-Fos — con
tratamiento de extracto
de stevia y en la figura
13 C) se muestra una
inmunochistoquimica
en nlcleo del tracto
solitario para AFosB —
tratamiento de extracto
de stevia, ademas de
los patrones de
expresion se
identificaron
referencias
anatémicas como se
muestra en la figura 13
D).

Para la identificacién de area tegmental ventral se tomaron en cuenta tres

referencias anatémicas (Figura 14).
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Figura 14.- Representacion de las referencias anatomicas para la identificacion de Area Tegmental

Ventral, en la Figura 14 A) se muestra un esquema tomado de Paxinos y Watson, 2007 donde se

pueden observar 3 circulos rojos con tres nimeros, el nimero 1 muestra el acueducto, el nUmero 2

muestra el nlcleo interpeduncular apical y el nimero 3 muestra el nicleo interpeduncular caudal,

ademas de dos circulos color verde que muestran el Area Tegmental Ventral, en la Figura 14 B) se

observa un corte con inmunohistoquimica donde se resaltan las referencias anatémicas y en color

verde Area Tegmental Ventral.

Para el conteo se separaron los nucleos contralaterales con referencia al campo visual del objetivo

de 40X donde se dibujaron las neuronas vistas después de ubicar el area (Figura 16). Posteriormente

se realizo el conteo celular inmunoreactivo para cada nudcleo y se realiz6 la base de datos.

Objetivo 40X

"Nucleo
Contralateral
Derecho
N=13

"Nucleo
Contralateral
lzquierdo
N=15

Figura 15.- Esquema
del campo visual del
objetivo 40X que se
utilizé para dibujar y
contar las neuronas
inmunoreactivas a
AFosB para cada

nucleo.
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4. Andlisis estadistico

Para comparar los dos grupos con sus diferentes tratamientos e identificar si
existieron diferencias significativas en el niumero de células inmunoreactivas a
AFosB, se utilizo el programa Statgraphics Centurion y GraphPad Prism. Se realizo
la prueba de Shapiro-Wilk (a 0.05) para identificar la distribucion de los datos y
posteriormente, con la ayuda de GraphPad, se realizé6 una U de Mann-Whitney (a

0.05) para comparar los distintos grupos.

Resultados

1. Prueba de normalidad de datos

Para identificar la distribucién de las muestras de cada uno de los grupos (Sol-
Control, Sol-Stevia, Atv-Control y Atv-Stevia) se aplicé una prueba de Shapiro-Wilk
con un valor de a de 0.05, los resultados mostraron una distribucion diferente a la
normal para cada uno de los grupos, por lo que, para la comparacion de grupos, se

utilizé una prueba no paramétrica.

2. Inmunoreactividad de AFosB en Nucleo del Tracto Solitario
(Sol)

Los resultados muestran que el consumo de extracto de stevia induce una expresion
de AFosB en Sol, el numero de células inmunoreactivas es menor comparado con
el grupo control (Figura 16 A), se puede observar que el marcaje es diferente en

intensidad, ademas de ser mas especifico y limitado (16 B).
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A)

Inmunoreactividad de AFosB en Sol

159

No.de Neuronas Inmunoreactivas

Sol-Control Sol-Stevia
B)
6 - - - .
%)
Control 10X Control 40X Stevia 10X Stevia 40X

Figura 16 A). Gréafica de medias +/- el error estandar a partir de un Mann-Whitney test de neuronas
inmunoreactivas a AFosB en Nucleo del Tracto Solitario. En el eje de las X se observa los dos grupos
utilizados en el experimento y en el eje de las Y se muestra el nimero de células inmunoreactivas.
Se encontraron diferencias significativas en el nUmero de células inmunoreactivas del grupo tratado

con extracto de Stevia con respecto del control con un valor de U=532.5 y P=0.0089 < 0.05. B)
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Fotografias representativas de la inmunoreactividad a AFosB en Nucleo del Tracto Solitario de cada
grupo en 10X y 40X, se puede observar el marcaje y la delimitacién del nucleo, indicado por flechas
color naranja, ademas se puede observar que la inmunoreactividad es diferente tanto en distribucion

como en concentracién para cada grupo.

3. Inmunoreactividad de AFosB en Area Tegmental Ventral (VTA)

En cuanto al analisis de area tegmental ventral mediante un Mann-Whitney test, los
resultados indican que hay diferencias significativas en el nimero de neuronas
inmunoreactivas en el grupo tratado con extracto de stevia respecto al grupo control
(Figura 17 A).

A)

Inmunoreactividad de AFosB en VTA

VTA-Control VTA-Stevia

No.de Neuronas Inmunoreactivas
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B)
<

Control 10X Control 40X Stevia 10X Stevia 40X

Figura 17. A) Grafica de medias +/- el error estandar a partir de un Mann-Whitney test de neuronas
inmunoreactivas a AFosB en Area Tegmental Ventral, en el eje de las X se muestran los dos grupos
utilizados en el experimento y en el eje de las Y se muestra el nimero de neuronas inmunoreactivas.
La prueba de Mann-Whitney indica que existen diferencias significativas en el nimero de neuronas
inmunoreactivas del grupo tratado con stevia respecto al grupo control con un valor de U=487.0 y un
valor de P=0.0017<0.05. B) Fotografias representativas de la inmunoreactividad a AFosB en Area
Tegmental Ventral de cada grupo en 10X y 40X, se puede observar que la inmunoreactividad en
VTA-Control es escasa y en la mayoria de los cortes nula, también se puede observar que en VTA-
Stevia a pesar de ser un nucleo relativamente pequefio se puede observar una gran cantidad de
inmunoreactividad y un marcaje bien definido

Discusioén

1. Inmunoreactividad en nucleo del tracto solitario

Los resultados de la inmunoreactividad en nucleo del tracto solitario por una parte
indican que, si existe el marcaje para el factor de transcripcion analizado, sin
embargo, no en todos los animales se observd. Lo anterior, quizd, se deba a la
dificultad que representa el nucleo del tracto solitario a la hora de escoger el mismo
nivel de bregma en cada uno de los cerebros, lo que pudimos observar en este
experimento es que, quiza no se tengan exactamente los mismos bregmas. Por otra
parte, la distribucion de nucleo del tracto solitario segun (Paxinos y Watson, 2007),
indica que va desde bregma -11.76 mm a -12.0 mm, esto nos indica que el ndcleo
mide aproximadamente 0.24 mm por lo cual los niveles rostrales del nicleo estarian
desde bregma -11.76 mm hasta bregma -11.88 mm y los caudales van del bregma
-11.88 mm a -12.0 mm, al parecer los niveles analizados en este experimento para
el grupo control pertenecen a la parte caudal del nlcleo, y para el grupo tratado con
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extracto de stevia pertenecen en su mayoria a la parte rostral. Los reportes de las
aferencias gustativas en este nucleo son para niveles rostrales segun (Paxinos y
Watson, 2004) y para la parte caudal los reportes indican que sirve como centro de
integracion para informacién térmica, mecanosensorial, viscerosensorial Yy
cardiovascular (Stratford y Thompson, 2014). Debido a lo anterior es que quiza
nuestro inmunomarcaje para este experimento se presento de la forma ya descrita.
Con respecto de la expresion del factor de transcripcion analizado, podemos decir
lo siguiente, en la actualidad no se han encontrado reportes de expresién de AFosB
en nucleo del tracto solitario en su parte rostral para aferencias gustativas, esto
quiza se deba a que la mayoria de los trabajos se enfocan en analizar la expresion
de este factor de transcripcién y relacionarlo con conductas adictivas o condiciones
estresantes por lo cual también se enfocan en analizar regiones como el sistema
dopaminérgico, las regiones del estriado dorsal o bien algunas regiones corticales.
En este trabajo muestra los primeros datos de expresion de AFosB en el nacleo del
tracto solitario con relacion al consumo de bebidas endulzantes como la stevia. El
nucleo del tracto solitario tiene aferencias directas que provienen del ganglio
geniculado, petroso y nodoso (Paxinos y Watson, 2004). La teoria clasica de
aferencias para los sistemas sensoriales y para el sistema nervioso autbnomo indica
gue la mayoria de las neuronas sensoriales estan en estos ganglios, sin embargo,
existe otra posibilidad, la cual consiste en que haya neuronas del nucleo del tracto
solitario que manden su axén y pasen directo por los ganglios y hagan sinapsis en
las papilas gustativas, esto también pudo haber influido en el marcaje que estamos
encontrando en el nucleo del tracto solitario ya que de ser asi, la mayoria de la
actividad sensorial se estaria dando en los ganglios sensoriales antes mencionados,
sin embargo, esta posibilidad no fue explorada en este trabajo quedando como una

hipétesis a explorar en futuros experimentos.

2. Inmunoreactividad en Area Tegmental Ventral

Para el caso de la inmunoreactividad en Area Tegmental Ventral los resultados
muestran que el extracto de stevia induce la expresion de AFosB en este nucleo,
ademas, se puede observar (Figura 18 A) que la expresion del factor de

transcripcion es mayor comparado con el grupo control, sin embargo, al igual que
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en nucleo del tracto solitario, no en todos los organismos se registrd marcaje para
el factor de transcripcion, una posible explicacion para esto es que el nucleo es
considerablemente pequefio, mide aproximadamente 0.16 mm (Paxinos y Watson,
2007) y probablemente en algunos organismos el nivel de bregma fue mal ubicado.
Existen reportes para la expresién de AFosB en area tegmental ventral, la mayoria
relacionados con sustancias adictivas como la cocaina, nicotina y comida con un
alto aporte calérico como el azucar y la grasa (Sharma et al., 2012), sin embargo,
no existen reportes en la expresion de este factor de transcripcion inducido por
edulcorantes no cal6ricos como stevia, por lo que este es el primer trabajo en el que
se reporta la expresion de AFosB en Area Tegmental Ventral, inducido por el
extracto de stevia. La expresion de AFosB en este nucleo nos indicaria la posible
activacion de las neuronas dopaminérgicas, o tal vez la activacion de distintas vias
en el sistema de recompensa. La primera y probablemente la via que mas se activo
sea, Area Tegmental Ventral — nticleo accumbens, ya que Area Tegmental Ventral
tiene poblaciones neuronales principalmente Gabaérgicas que se proyectan hacia
interneuronas en nucleo accumbens aumentando los niveles de dopamina, o bien
en menor cantidad proyecciones glutamatérgicas directamente hacia neuronas
dopaminérgicas en ndcleo accumbens, que igualmente aumenta los niveles de
dopamina (Nieh et al., 2016), la activacion de esta via ya sea a través de GABA o
glutamato se asocia con conductas de refuerzo, condicionamiento y hedodnicas. Ya
que la expresion de AFosB sélo se registro en Area Tegmental Ventral dentro del
sistema de recompensa, existe la posibilidad que también se activara la via entre la
habénula lateral — Area Tegmental Ventral, teniendo como principal neurotransmisor
al glutamato y Area Tegmental Ventral - corteza prefrontal medial, teniendo como
principal neurotransmisor a la dopamina (Morales y Margolis, 2017), sin embargo,
esta probabilidad es menor ya que la activacion de esta via se relaciona con
conductas aversivas. Con base en lo anterior todo indica, que el consumo de
extracto de stevia desencadena una percepcion placentera en las ratas y también,
parece ser que el sabor dulce tiene una funcidbn como refuerzo positivo en la
alimentacion. Se sabe que la sobre estimulaciéon del sistema de recompensa

provocado por el azlcar tiene una relacidon directa con obesidad y desordenes
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metabdlicos (Will et al., 2003), y ya que el extracto de stevia ahora se usa en
bebidas, alimentos y como sustituto de azlUcar en la mesa, seria importante en
futuros experimentos, registrar el peso de los animales tras el consumo de stevia a
largo plazo para conocer su efecto. Por ultimo, cabe mencionar que todos estos
resultados indican que el extracto de stevia puede desencadenar una posible

adiccion evocada por su sabor dulce.

Conclusiones

La expresion de AFosB no solo se limita al sistema de recompensa o0 a nucleos

relacionados con el estrés.

El consumo de extracto de stevia induce la expresion de AFosB en el area tegmental
ventral y en el nicleo del tracto solitario. Estos resultados pueden ser indicativo que
el consumo de este edulcorante puede activar la via del gusto, especificamente la
relacionada con el sabor dulce, ademas de activar la via de recompensa del cerebro
lo que daria el poder adictivo, esto sugiere que el sabor dulce participa como
refuerzo positivo en la alimentacién, incluso provocado por sustancias que no

aporten calorias.
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Fotografias representativas de la inmunoreactividad a AFosB en Nucleo del Tracto Solitario de cada
grupo en 10X y 40X, se puede observar el marcaje y la delimitacién del nicleo, indicado por flechas
color naranja, ademas se puede observar que la inmunoreactividad es diferente tanto en distribucién
COMO en concentracion Para CAA GIUPO ..........uueuere ettt ettt a e e e 34

Figura 17. A) Gréfica de medias +/- el error estandar a partir de un Mann-Whitney test de neuronas
inmunoreactivas a AFosB en Area Tegmental Ventral, en el eje de las X se muestran los dos grupos
utilizados en el experimento y en el eje de las Y se muestra el nimero de neuronas inmunoreactivas.
La prueba de Mann-Whitney indica que existen diferencias significativas en el nimero de neuronas
inmunoreactivas del grupo tratado con stevia respecto al grupo control con un valor de U=487.0 y un
valor de P=0.0017<0.05. B) Fotografias representativas de la inmunoreactividad a AFosB en Area
Tegmental Ventral de cada grupo en 10X y 40X, se puede observar que la inmunoreactividad en
VTA-Control es escasa y en la mayoria de los cortes nula, también se puede observar que en VTA-
Stevia a pesar de ser un nlcleo relativamente pequefio se puede observar una gran cantidad de

inmunoreactividad y un marcaje bien definido ... 35
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Anexo 2: Abreviaciones

AC: comisura anterior

BLA: amigdala basolateral

FC: corteza frontal

GPCR: receptores acoplados a proteinas G
GTP: trifosfato de guanosina
HPC: hipocampo

NAc: nacleo accumbens

PFC: corteza prefrontal

SNC: Sistema Nervioso Central
Sol: nucleo del tracto solitario
VP: pallidum ventral

VTA: area tegmental ventral
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