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Resumen

Un aspecto adaptativo, fundamental para la supervivencia de un individuo, radica en tomar
decisiones de manera 6ptima. En la naturaleza, una de las elecciones adaptativas de mayor
trascendencia es decidir si evitar o ingerir un alimento. Estas elecciones suelen ser guiadas
por una memoria que guarda la relacion entre el estimulo gustativo y las consecuencias
gastrointestinales de haberlo ingerido. Sin embargo, se sabe poco de los mecanismos
cerebrales implicados en este proceso de eleccion entre opciones de alimentos basados en
experiencias previas. Por un lado, sabemos que tanto la corteza medial prefrontal (CmPF)
como la corteza gustativa primaria o corteza insular (Cl) y la corteza gustativa secundaria o
corteza orbitofrontal (COF), estan involucradas en diferentes aspectos del procesamiento
gustativo. Por otro lado, se ha reportado que la actividad neuronal de estas tres cortezas
también correlaciona con algunos aspectos de la toma de decisiones. En este estudio
evaluamos en un mismo paradigma conductual la participacidon de las cortezas antes
mencionadas en conductas de eleccidbn guiadas por memorias gustativas. Utilizando
condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) formamos una memoria gustativa en los
animales al parear un sabor nuevo (sacarina) con malestar gastrico inducido por cloruro de
litio. Posteriormente, evaluamos la evocacidon de la memoria gustativa mediante dos
variantes del CAS: con opcidén y sin opcién. La primera, consiste en presentar cuatro botellas,
dos con sacarina intercaladas con dos de agua; la segunda, incluye una unica botella con
sacarina. Utilizando agonistas gabaérgicos (Muscimol y Baclofeno) inactivamos la corteza de
interés durante la prueba. Observamos que tanto la Cl como la COF, pero no CmPF, son
necesarias para evocar la memoria del CAS con opcién. Sin embargo, unicamente la Cl y no
la COF, esta involucrada en la evocacion de la memoria gustativa. Lo cual sugiere que, la

COF, a diferencia de la Cl, es necesaria para la toma de decisiones de manera independiente
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a la evocacion de la memoria. En resumen, en este trabajo encontramos una estructura
necesaria para la eleccion pero no para la evocacién de la memoria gustativa, la COF; una
estructura, la Cl, necesaria para la evocacién de la memoria gustativa y por ultimo, una
estructura que no resultdé necesaria para la toma de decisiones ni para la evocacion de la

memoria gustativa, la CmPF.



Introduccion

La supervivencia de un individuo depende de la capacidad del mismo para tomar decisiones
de manera 6ptima, es decir, aprender a seleccionar las opciones favorables o neutras y evitar
aquellas perjudiciales. ' Para ello, es necesario experimentar las opciones disponibles y sus
respectivas consecuencias 2. Esta relacion opcidén — consecuencia, es almacenada en forma
de una memoria asociativa. De manera que, al enfrentar una eleccién cuyas opciones sean
reconocidas, esta memoria dirigira la conducta hacia una meta en especifico: elegir las

opciones favorables. 3

En la naturaleza encontramos elecciones que nos enfrentan a escoger entre estimulos
gustativos. La ingesta de liquidos y solidos es esencial para la supervivencia de un individuo,
razon por la cual hemos evolucionado capacidades para distinguir los sabores seguros de los
toxicos. Existe una predisposicion a preferir sabores dulces o salados sobre los acidos u
amargos pues estos Ultimos correlacionan con toxicidad 4. Desde el momento en que un
estimulo gustativo entra en contacto con la cavidad oral, se pueden apreciar diferentes
caracteristicas fisicas y quimicas del mismo como su textura, temperatura, palatabilidad, etc.
Esta experiencia sensorial ayuda a distinguir el alimento como agradable o desagradable y
determina si sera ingerido o rechazado. A este tipo de elecciones se les considera innatas
pues no requieren de un aprendizaje para distinguir los sabores toxicos de los seguros. Sin
embargo, existen también las elecciones gustativas que conllevan un aprendizaje. Si el
estimulo es categorizado como agradable entonces sera ingerido y metabolizado. Entonces
el alimento ahora sera evaluado de acuerdo a las consecuencias gastrointestinales que

provoque en el individuo. De ser positivas, neutras o apetitivas, este sera considerado como



seguro o incluso puede ser clasificado como nutritivo si provee de energia al organismo. De
lo contrario, sera clasificado como negativo/aversivo si ocasiona malestar gastrico, nausea u
algun otro efecto toxico. Asi es como se adquiere un repertorio de memorias gustativas
basado en experiencias que guardan la representacion de las caracteristicas fisicoquimicas
de un estimulo en relacion con las consecuencias viscerales de haberlo ingerido °. En la
subsecuente presentacién de un estimulo gustativo, el individuo se refiere a sus experiencias

previas para reaccionar ante el mismo incrementando su ingesta o bien, evitandola. 9.

Procesamiento de un estimulo gustativo

El procesamiento de un estimulo gustativo inicia en la cavidad oral. Al entrar en contacto con
las papilas gustativas se recaba informacién sensorial que es transmitida al primer relevo del
circuito, la region rostral del nucleo del tracto solitario (rNTS) dentro del tallo cerebral. La
informacion viaja a través de los pares craneales que inervan lengua y paladar como son el
nervio facial (VII) y el trigémino (V). Otras regiones que se encuentran recubiertas por papilas
gustativas como laringe, faringe, la region posterior de la lengua y epiglotis son inervadas por
el glosofaringeo (IX) y el nervio vago (X) 7. EI NTS mantiene proyecciones anatémicas con la
corteza motora a través de la cual emite una respuesta inmediata de aceptacidén/rechazo
para evitar o proceder a deglutir un alimento . A partir de este momento la informacion
gustativa se procesa de manera paralela a través de los diferentes relevos gustativos hasta
llegar a las cortezas. Una vez ingerido el estimulo, la captura de informacién sensorial

continua a lo largo del sistema gastrointestinal y es recibida por el sistema nervioso central a



través del nervio vago (X). De nuevo, esta informacion alcanza el NTS pero esta vez la
porcion ventral, vNTS. 8°. De ahi la informacién se dirige hacia el nucleo parabraquial del
puente quien recibe informacion tanto sensorial como visceral y la proyecta hacia el talamo
gustativo, especificamente a la porcion parvocelular de la regidn ventro posteromedial del
talamo (VPMpc) (Samuelsen et al. 2013). Ambos tipos de informacion, alcanzan la corteza
gustativa primaria o corteza insular (Cl) quien la comparte de manera reciproca con
diferentes estructuras como las cortezas prefrontales, tallo cerebral, amigdala, estriado
ventral y la region lateral del hipotalamo. (Shi & Cassell 1998; Sewards 2004; Karimnamazi &
Travers 1998 Parabucki & Netser 2014; Nufiez-Jaramillo et al. 2010). Entonces, podemos
decir que el procesamiento gustativo inicia en la cavidad oral, continua a lo largo del sistema
gastrointestinal y envia esta informacion a tallo cerebral desde el cual se comparte a diversas

estructuras cerebrales que conforman la via gustativa hasta alcanzar la ClI.

Procesamiento cortical de un estimulo gustativo

La corteza insular

La corteza insular (Cl), gracias a su composicidon neuronal multimodal, toma e integra
informacion sensorial, cualitativa y cuantitativa acerca de un estimulo gustativo asi como de
su valor hedonico (Gal-Ben-Ari & Rosenblum 2011). Recibe informacion a través de VMPpc y
-en menor medida- soélo en roedores, del PBN; ambas estructuras envian informacién tanto
sensorial como visceral a la porcién granular y disgranular de ésta corteza. Otras estructuras
como amigdala, nucleo accumbens y la regidn lateral del hipotalamo proyectan hacia las
regiones agranular y disgranular de la Cl 56 A su vez, la Cl proyecta y modula la actividad

neuronal de los ntcleos gustativos que se encuentran en el tallo cerebral como NTS y PBN 7.
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Al encontrarse involucrada en el procesamiento tanto sensorial como visceral de un estimulo
gustativo, juega un papel importante en la formacién de memorias gustativas. En protocolos
conductuales que implican un aprendizaje y la formacion de una memoria gustativa como el
condicionamiento aversivo a los sabores (CAS), la inactivacién de ésta corteza, de manera
reversible (tetradotoxina) o irreversible (lesiones electroliticas/ excitotdxicas), afecta la
adquisicién de la memoria y la evocaciéon de la misma (Nuiez-Jaramillo et al. 2010; Sewards
2004). Esta corteza es, por lo tanto, una estructura medular para el procesamiento de

estimulos gustativos y la formacion de memorias gustativas.

La corteza medial prefrontal

La corteza medial prefrontal (CmPF) pertenece a las cortezas prefrontales. Se ha estudiado
en el procesamiento de estimulos gustativos pues recibe proyecciones aferentes de la Cl,
talamo, hipotalamo y amigdala >'31°. A su vez, proyecta hacia nucleos gustativos como
amigdala, talamo gustativo, hipotalamo, PBN y NTS. Mediante registros electrofisiologicos se
ha observado que se activa en respuesta a estimulos gustativos de manera diferencial de
acuerdo a la palatabilidad de los mismos '31°. También, se ha observado que juega un papel
en la formacién de memorias gustativas ya que, al inactivarla mediante lesiones excitotoxicas
(acido kainico o 6-hidroxidopamina), antes o después de la adquisicion del CAS, se irrumpe
la formacién de la memoria (Hernadi 2001). Ademas, se ha observado alta inmunoreactividad
contra c-Fos en esta estructura, especialmente durante la extincion del CAS. Incluso, en caso
de inactivarse durante la extincién, se impide este fendmeno®. Esta corteza, participa tanto

en el procesamiento gustativo como en diversas etapas de la memoria gustativa.



La corteza orbitofrontal

La corteza orbitofrontal (COF) forma parte de las cortezas prefrontales. Recibe aferentes
directamente de la Cl por lo que es considerada corteza gustativa secundaria 2’23, También
recibe proyecciones del hipotalamo lateral, area preodptica, amigdala 23 y a su vez, proyecta
hacia tallo cerebral (NTS, PBN), estriado ventral y amigdala 2425 permitiendo una
modulacién del procesamiento gustativo. Mediante registros electrofisiolégicos, se ha
observado que la COF se activa en tareas conductuales que involucran una eleccion guiada
por estimulos gustativos 826, En el trabajo presentado por MacDonald et al. 2009, donde
comparan ambas cortezas gustativas (COF y CIl) mencionan que, ambas se activan al
momento de recibir el estimulo gustativo (cloruro de sodio en dos concentraciones diferentes)
que senaliza el puerto a elegir (izquierdo o derecho de acuerdo a la concentracion del cloruro
de sodio) para recoger su recompensa o reforzador -gotas de agua-. Estas se activan
diferencialmente a lo largo de las diferentes etapas de la tarea desde el contacto con el
estimulo, su discriminacién y la eleccion del puerto. Existen ademas reportes que confirman
la activacion de esta corteza de manera anticipatoria a la entrega de un reforzador -gustativo-
asi como de su activacion diferencial en respuesta a un estimulo condicionado de tipo
gustativo de acuerdo al valor del reforzador que este representa 22. Incluso se ha reportado
que esta corteza presenta una actividad moduladora sobre el movimiento lingual en
respuesta a la palatabilidad de un estimulo gustativo 2”. En conjunto, esta serie de evidencias
plantean a esta corteza como una estructura implicada en el procesamiento gustativo asi

como en elecciones que conllevan el uso de reforzadores gustativos.
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Procesamiento cortical de latoma de decisiones

La corteza prefrontal e insular en latoma de decisiones

Las cortezas prefrontales (CmPF y COF) integran informacion de diversas regiones
cerebrales, corticales y subcorticales. Las CmPF en particular se ha visto que participa en la
regulacion emocional, en particular del miedo?® y decisiones sobre la evitacion activa del
mismo 2°. Ambas juegan un papel importante en el procesamiento de informacion para
construir respuestas adaptativas 6ptimas al momento de enfrentar una eleccion (Euston et al.
2012; Rolls & Grabenhorst 2008). Participan en habilidades cognitivas como lo son el control
inhibitorio, la flexibilidad cognitiva 2 y en el aprendizaje reversa 3. En conjunto, estas
funciones cognitivas promueven un Optimo desempefio al llevar a cabo acciones dirigidas
hacia una meta en especifico. Se ha reportado que ratas con lesiones farmacologicas de
diversos grados en regiones de la corteza prefrontal, como la CmPF o COF, los incapacita
para elegir las opciones ventajosas por encima de las no ventajosas, aun a partir de
experiencias previas. Estas deficiencias se han evaluado en diversos paradigmas que
involucran elegir una opcion entre dos o mas 23233, En conjunto, esta informacién describe a
estas cortezas como participantes tanto en el procesamiento gustativo como en la eleccién.
Sin embargo, no es claro si estan involucradas en decisiones que impliquen el uso de una
memoria gustativa para guiar un comportamiento hacia una meta en especifico. Es por ello
que son estructuras blanco de este trabajo para ser evaluadas en un modelo conductual que

implica tomar una decision guiada por una memoria gustativa.

La CI, por su parte también se ha estudiado en elecciones que involucran estimulos

gustativos. Al ser inactivada momentos previos a una eleccion que involucra la evocacion de
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una memoria, cuyo contenido sefala la devaluacion de un estimulo gustativo, el animal es
incapaz de evitar la opcion devaluada. 3¢. Ademas, en tareas que implican discriminacion de
estimulos gustativos para llevar a cabo una eleccion, se registra actividad neuronal antes y
durante el contacto con el estimulo, asi como al momento de la eleccion 3. Recapitulando,
esta corteza es requerida tanto para el procesamiento gustativo como para la formacion de
una memoria gustativa y también participa en elecciones guiadas por estimulos gustativos.
Es, por tanto, una estructura interesante a evaluar en nuestro modelo de toma de decisiones

guiada por una memoria gustativa.

Antecedentes

El modelo conductual

En el laboratorio se utilizé el protocolo clasico de condicionamiento aversivo a los sabores
(CAS) con una sola botella, nos referiremos a él como CAS sin opcion. Asi mismo se
implement6 una variacion de este en el cual se utilizan cuatro botellas para evaluar la toma
de decisiones: CAS con opcion. En ambos protocolos, el animal aprende a asociar un sabor
nuevo como la sacarina, con malestar gastrico inducido por la administracion intraperitoneal
de cloruro de litio. Esta asociacion se guarda en forma de memoria. De manera tal que, al
presentar por segunda vez la sacarina, ahora percibida como un estimulo aversivo, los
animales evocan la memoria y evitan la sacarina 36. En la variante con opcion, se presentan
cuatro botellas simultaneamente, de las cuales dos contienen agua y son intercaladas con
dos de sacarina; la tarea sin opcion consiste en presentar una unica botella con sacarina. En
ambas modalidades, la prueba consiste en evaluar la evocacion de la memoria gustativa
durante la segunda presentacion de la sacarina. Durante la Prueba se inactiva la estructura
cerebral de interés y se evalua el comportamiento de los animales inactivados respecto a los

controles.
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Si los animales inactivados durante el CAS con opcidn, beben el agua y evitan la sacarina,
entonces esta estructura no participa en la eleccién ni en la evocacién de la memoria
gustativa. Si, por el contrario, los animales inactivados beben tanto el agua como la sacarina,
en vez de evitar esta ultima, estos resultados puedieran deberse a que 1) la estructura
participa en la eleccion o bien, 2) participa en la evocacion de la memoria gustativa. En ese
caso la estructura debera ser evaluada utilizando el protocolo de CAS sin opcion,
herramienta que nos permite distinguir entre estas dos posibilidades pues evalua unicamente
la evocacion de la memoria gustativa sin presentar opciones. Si los animales con la misma
estructura inactivada beben sacarina en vez de evitarla durante la Prueba de CAS sin opcion,
entonces la estructura participa en la evocacion de la memoria gustativa y no en la eleccion
per se. En el caso contrario, si los animales inactivados evitan la sacarina, querria decir que
la estructura en cuestién no participa en la evocacién de la memoria gustativa y confirma su
participacion en la eleccion. En conjunto, estas dos pruebas nos permiten disectar el

fendbmeno observado como parte del anadlisis de los resultados en este trabajo.

Planteamiento del problema

Las experiencias gustativas forman una memoria que surge como consecuencia del
procesamiento de un estimulo a través de los circuitos gustativo y visceral. Ciertas
estructuras corticales como la corteza gustativa primaria, secundaria y la medial prefrontal
estan involucradas en diferentes estadios del procesamiento gustativo asi como de la
formacién de una memoria gustativa. La eleccién estda determinada por las cortezas
prefrontales quienes, a su vez, mantienen conexiones anatémicas con las cortezas
gustativas. Se busca entonces, entender si la corteza gustativa primaria y las cortezas medial

prefrontal y orbitofrontal son estructuras necesarias para la eleccion guiada por memorias
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gustativas.

Pregunta de investigacion

¢ Qué region cortical (insular, orbitofrontal o prefrontal medial) involucrada en procesamiento
gustativo y toma de decisiones es necesaria para guiar conductas de eleccion basadas en

memorias gustativas?

Hipotesis
Las cortezas prefrontales (medial y orbital) pero no la corteza insular, son necesarias para

conductas de eleccion guiadas por memorias gustativas

Objetivos:

1. Determinar si la corteza orbitofrontal es necesaria para conductas de eleccién guiadas
por memorias gustativas.

2. Determinar si la corteza medial prefrontal es necesaria para conductas de eleccion
guiadas por una memoria gustativa.

3. Determinar si la corteza insular es necesaria para conductas de eleccion guiadas por

una memoria gustativa.
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Métodos

Sujetos experimentales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, machos, con un peso inicial de 270-300 gramos
perteneciente a una colonia criada en el Instituto de Fisiologia Celular. Los animales se
mantuvieron en el vivarium en cajas individuales a una temperatura controlada (24°C) bajo
ciclos de luz/oscuridad con una duracién de 12 horas cada uno. Todas las manipulaciones
fueron hechas durante el ciclo de luz. Los animales se mantuvieron en una dieta de agua y
chow ad libitum antes de comenzar el experimento. Durante el experimento los animales
fueron manipulados diariamente para mitigar el estrés que pudiera ocasionar la manipulacion
humana. Todos los procedimientos fueron avalados por el Instituto de Cuidado y Uso Animal

de la Universidad Nacional Auténoma de Ciencias.

Cirugia

Los animales fueron sometidos a una cirugia estereotaxica para la cual fueron previamente
anestesiados con un coctel de Ketamina (90mg/Kg) y Xilacina(10mg/Kg) administradas
intramuscularmente. Se insertaron canulas guia (de 15 mm, hipodérmicas de acero
inoxidable, A-M system.) de calibre 23 en la regién de interés: corteza medial prefrontal
([AP]= +2.9 mm; [ML]= £0.6 mm; [DV]= -3.4 mm), corteza orbitofrontal ([AP]= +3.8; [ML]=
+2.6 mm; [DV]=-2.9 mm) 33. corteza insular ([AP]= +1.2 mm; [ML]= £5.5 mm; [DV]= -5.7 mm)
37, Todas las coordenadas fueron calculadas respecto a Bregma. Las canulas fueron fijadas
al craneo utilizando cemento dental acrilico anclado a dos tornillos fijados al craneo. A las
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canulas se les insertd un obturador de menor diametro para mantenerlas destapadas hasta
que se llevaron a cabo las infusiones. Las puntas de las canulas fueron colocadas 0.8 mm
por encima de la estructura blanco. Después de la cirugia los animales recibieron comida y

agua ad libitum durante una semana, para permitir su completa recuperacion.

Conducta

Los animales se privaron de agua 24 horas previas al inicio del experimento para motivarlos
a beber al momento de presentar la(s) botella(s). Fueron entrenados a recibir su consumo de
agua en uno o cuatro bebederos (12 ml) durante 10 min seguido por un bebedero extra (6 ml)
durante 10 min; cada consumo se presenté dos veces al dia con 6 hrs de diferencia entre
consumos por cinco dias. A este periodo le llamamos Linea Base, al término de esta etapa,
se realizé la adquisicion del condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) en donde se
presentd un estimulo gustativo nuevo (sacarina 0.1%) como estimulo condicionado (EC) y 15
min después se administré una inyeccién intraperitoneal de cloruro de litio (LiCl, 0.4M) para
inducir malestar gastrico como estimulo incondicionado (El). El aprendizaje se evalu6 24
horas después de la adquisicion, durante la Pruebal o la Prueba2, correspondientes al
primer y segundo consumo de sacarina post- adquisicion. La inactivacion durante la Prueba2
nos permitié tener un control del nivel de aversion/aprendizaje de los animales (i.e. la primera
presentacion de la sacarina post-adquisicién) de acuerdo a su consumo de sacarina. La
inactivacion durante la Prueba 1 no nos permitié tener este control, sin embargo, el
aprendizaje en los animales fue robusto a lo largo de los experimentos cuyas inactivaciones
fueron llevadas a cabo durante la Prueba 2. La Prueba consistié presentar el EC pero no el

El.
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CAS sin opcion

Durante la linea base, en cada consumo se presentd un solo bebedero seguido del bebedero
extra. La adquisicion del CAS se llevd a cabo presentando primero el bebedero extra y
después la botella con el EC para que el ultimo estimulo que bebieran los animales antes de

la inyeccion de LiCl fuera la sacarina.

CAS con opcién

Durante la linea base, en cada consumo se presentaron cuatro botellas al mismo tiempo
seguidas del bebedero extra. Al término de la linea base se llevd a cabo la adquisicion en
donde se les presentaron primero los cuatro bebederos (dos con sacarina intercalados con
dos de agua) y en seguida el bebedero extra que, unicamente durante la adquisicién,

también contenia sacarina. A continuacion, se les administré la inyeccion del LiCl.

Inactivacion farmacologica

En la corteza orbitofrontal y medial prefrontal, se infundié bilateralmente 0.5 pl de un coctel
1:1 de agonistas gabaérgicos GABAa y GABAb, Muscimol y Baclofeno (0.250 pg/upl c/u) o
bien 0.5 pl de salina (0.9%) al grupo experimental y vehiculo, respectivamente. Se
infundieron a una velocidad de 0.4 pl/min. 33. La inactivacion se llevd a cabo 24 horas
posteriores a la adquisicion y 10 min previos a la Prueba1 o Prueba2. En la corteza insular se
sigui6 el protocolo descrito en el trabajo presentado por Berman et al. 2000 donde infunden 1

Ml de una concentracion de 5 pg/ ul de Muscimol a una velocidad de 1 pl/ min.

Sacrificio y perfusion

Al término de las pruebas, los animales fueron sacrificados utilizando hidrato de cloral para
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su perfusion, en la cual se utilizé salina (0.9%). Se extrajeron los cerebros y se mantuvieron
en formalina durante cuatro dias. Posteriormente fueron sumergidos en una solucién de
formalina con sacarosa (30%). Finalmente fueron cortados en criostato. Se obtuvieron
rebanadas de 40 pm colocadas en laminillas para su tincion con Violeta de Cresilo y
montadas con Permaunt (Fisher Scientific) para verificar la zona en la que se colocaron las

canulas.

Analisis de los datos

Cada experimento comenz6 con 25 animales, fueron descartados aquellos animales cuyo
casco de cemento conteniendo las canulas se desprendié, o bien, algun animal que haya
sufrido alguna infeccidn post-cirugia. Los animales considerados para el analisis estadistico
fueron aquellos cuyas puntas de las canulas cayeron dentro del area cerebral esperada. Los
datos fueron analizados en el programa estadistico, Statistica. Para todos los experimentos
se hicieron Pruebas de T no pareadas pues el consumo de sacarina era independiente entre
los grupos experimental y control. Consideramos como significativo p< 0.05. Los consumos
de cada animal durante la Adquisicion, Prueba 1 y Prueba 2, fueron transformados a

porcentaje respecto al promedio de consumo de agua durante su linea base de la mafiana o

Adquisicion(mL)*100

de la tarde. Ejemplo: ——=—=—===0
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Resultados:

La corteza orbitofrontal es necesaria para la eleccion guiada por una

memoria gustativa pero no para la evocacion de la misma

La CI presenta proyecciones hacia las cortezas prefrontales y estas ademas reciben
informacion de otros nucleos del sistema gustativo y visceral. En el laboratorio evaluamos la
participacion de una de ellas, la COF, en la eleccion motivada por memorias gustativas. Para
ello, utilizamos una prueba conductual que nos permitiera evaluar este fendmeno, el CAS
con opcién (i.e. la modalidad de cuatro botellas). En Fig. 1A observamos diferencias
significativas en el consumo de sacarina del grupo control respecto al experimental durante la
Prueba 1; el grupo experimental bebid significativamente mas sacarina que el control (M&B:
66.8%, Veh: 27.2%, t15s= 3.24, p = 0.005). El control presenté aversidbn como era esperado
dado el condicionamiento. En vista de que ambos grupos habian tenido un consumo similar
de sacarina durante la adquisicion del CAS (Veh = 103.14%, M&B =102.53%, t15=-0.27, p =
0.79) y que ambos grupos estaban motivados a beber como se aprecia en el consumo del
bebedero extra (Fig. 1A inserto Veh: 105.3%, M&B: 114.7%; t15= -1.27, p = 0.22), podemos
decir que las diferencias observadas durante la Prueba 1 son consecuencia de la inactivacion
de la COF y no a diferencias en estas variables. En la Fig. 1B observamos un esquema
representativo de la histologia correspondiente a este experimento, donde se muestra la
zona del cerebro en la que cayeron las puntas de las canulas de los animales incluidos en el
analisis. Con este experimento concluimos que la participacion de la COF es necesaria para

llevar a cabo una eleccion guiada por una memoria gustativa.

Dados los resultados obtenidos en el experimento anterior, nos preguntamos si el efecto

observado pudiera deberse a que la inactivacion de la COF incidiera negativamente en la
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evocacion de la memoria gustativa y no a deficiencias al momento de la eleccion per se. Para
descartar esta posibilidad, utilizamos una prueba conductual que nos permitié evaluar
unicamente la memoria gustativa: el protocolo de CAS sin opcion (i.e. la modalidad de una
sola botella). Como se observa en la Fig. 1C, durante la Prueba1, el grupo experimental no
presenta diferencias significativas respecto al control en el consumo de sacarina (Veh:
24.25%, M&B: 28.65%, t13=-0.43, p = 0.67). Ambos bebieron bajas cantidades de sacarina
respecto a su consumo durante la adquisicion, es decir, presentaron aversioén a la sacarina
(Veh: 91.71%, M&B 95.61%, Prueba de T, ti3= -0.82, p= 0.42). Ambos grupos estaban
motivados a beber como se observa en su consumo del bebedero extra (Fig. 1C inserto Veh:
131.96%, M&B: 197.37%, Prueba de T, t13= 1.25, p= 0.23). En la Fig. 1D se observa un
esquema representativo de los puntos en donde cayeron las canulas de los animales
incluidos en el analisis. Estos resultados indican que la memoria gustativa puede ser
evocada pese la inactivacion de la COF y que el efecto observado por la inactivacion de la
COF durante la eleccidn no se debe a que los animales no hayan aprendido la asociacion
sacarina—malestar gastrico o a una falta de motivacién en los animales para beber. Estos
resultados apoyan la interpretacion de que el efecto apreciado en el CAS con opcion se debe
a que la inactivacion de la COF es un impedimento para el desempefio de los animales en la
eleccion. La COF no es necesaria para la evocacion de una memoria gustativa aversiva pero

si para la toma de decisiones motivada por esta memoria.
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Figura 1. La corteza orbitofrontal participa en la seleccién de una accion guiada por estimulos gustativos pero no
en la evocacion de la memoria gustativa. En Ay C) Consumo de sacarina del grupo experimental (M&B, Muscimol y
Baclofeno, verde) y el grupo control (Veh, vehiculo; gris). En A) CAS con opcién, Prueba T en PBA1L, p=0.005. En C)
CAS con opcion, Prueba T en PBAL, p=0.67. En B y D) Esquemas del lugar en donde cayeron las puntas de las
canulas. Eje de las Y, consumo de sacarina en ml expresado en porcentaje respecto a la linea base. Eje de las X,

adquisicién (ADQ) y Pruebal (PBAL). Inf.: infusion.
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La corteza medial prefrontal no es necesaria para la eleccion guiada por

una memoria gustativa

El efecto observado en la COF sobre la eleccion guiada por memorias gustativas nos llevé a
evaluar otras cortezas prefrontales que, al igual que la COF, se han estudiado en la toma de
decisiones y mantienen conexiones anatdémicas con la Cl como es el caso de CmPF. Se
realizaron dos experimentos en los que la estructura fue inactivada durante la Prueba 1 y
Prueba 2 utilizando el protocolo conductual de CAS con opcién. En este caso inactivamos en
ambas pruebas para eliminar la posibilidad de que los resultados obtenidos pudieran deberse
a la temporalidad de la inactivacion. En las Figs. 2A y C observamos que durante la
inactivacion de la estructura no se aprecian diferencias significativas en el consumo de
sacarina entre el grupo experimental y el control tras la inactivacion de la estructura durante
las pruebas 1y 2, respectivamente (Fig. 2A, Veh: 45.66%, M&B: 38.46%; t11=-0.46, p = 0.64)
(Fig. 2C, Veh: 49.08%, M&B: 52.85%; Prueba de T, t12= 0.22, p = 0.82). Cabe resaltar que en
los consumos observados en ambas figuras durante las pruebas 1y 2 (Fig. 2A y C) tanto el
grupo experimental como el control bebieron considerablemente menos sacarina respecto a
su consumo durante la adquisicion, es decir ambos grupos presentaron aversion a la
sacarina independientemente de la inactivacion de la estructura en el grupo experimental (Fig.
2A, Veh: 104.49%, M&B: 103.87%, t11=-0.23, p = 0.81) (Fig. 2C, 102.17%, M&B: 103.59%,
ti2 = 0.61, p = 0.55). Ademas, los animales estaban motivados a beber pues en ambos
experimentos se observa el consumo del bebedero extra (Fig 2A, Veh: 170.25%, M&B:
166.42%, t11=-0.31, p = 0.75) (Fig. 2C, Veh: 130.22%, M&B: 109.86%, tio=-1.45, p = 0.17).
En las Figs. 2B y D observamos un esquema representativo de la zona en la que cayeron
todas las canulas correspondientes a las ratas incluidas en el analisis estadistico. Estos

datos sugieren que la CmPF no es necesaria para la eleccion guiada por una memoria
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gustativa, independiente de la temporalidad de la inactivacion de la estructura y tampoco es
necesaria para la evocacion de la memoria gustativa pues tanto el grupo inactivado como el

control presentaron aversion a la sacarina durante la Prueba.
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Figura 2. La inactivacién de la corteza medial prefrontal no afecta toma de decisiones guiada por una memoria
gustativa. A) Consumo de sacarina del grupo experimental (M&B, Muscimol y Baclofen, lila) y el grupo control (Veh,
vehiculo; gris). B) Esquema del lugar en donde cayeron las puntas de las canulas. Eje de las Y, consumo de
sacarina en ml expresado en porcentaje respecto a la linea base. Eje de las X, adquisicion (ADQ), Pruebal (PBAl) y

Prueba2 (PBA2). Inf.: infusion. Prueba de T: PBA1 p=0.648; PBA2 p=0.82.
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La corteza insular es necesaria para la evocacion de una memoria

gustativa

Evaluamos el papel de la Cl en la toma de decisiones y en la evocacion de la memoria
gustativa en los protocolos de CAS con y sin opcion, respectivamente. Disefiamos este
experimento para evaluar otra corteza gustativa ademas de la COF que sabemos, por
reportes previos, que esta involucrada en la evocacién de la memoria gustativa 5. En la Fig.
3A se observan diferencias en el consumo de sacarina del grupo experimental respecto al
control durante la Prueba 1 donde el consumo del grupo experimental es significativamente
mayor que el control (Veh: 41.92%, M&B: 62.44%, t20= 1.98, p = 0.06). Ambos grupos habian
presentado un consumo similar de sacarina durante la adquisicién del condicionamiento (Veh:
102.21%, M&B: 96.47%, to = -1.2, p = 0.22) y del bebedero extra durante la Prueba (Veh:
104.12%, M&B: 65.8%, t20 = -3.36, p = 0.003). Con lo cual podemos decir que la disminucion
del consumo de sacarina por parte del grupo control es debido a que presentan la aversidn
esperada hacia la sacarina como consecuencia del CAS y que las diferencias presentadas
respecto al grupo experimental se deben a la inactivacion de la estructura. EI consumo del
bebedero extra nos dice que ambos grupos estaban igualmente motivados a beber y que las
diferencias observadas durante la prueba no se deben a esta variable. Para esclarecer si los
resultados observados se deben a la participacion de esta corteza en la eleccion o en la
evocacion de la memoria, la evaluamos bajo el protocolo de CAS sin opcion. En la Fig. 3C
observamos diferencias en el consumo de sacarina entre el grupo experimental respecto al
control durante la Prueba en donde el grupo experimental bebid significativamente mas
sacarina que el control (Veh: 61.89%, M&B: 33.43%, t1s = -2.39, p = 0.02). Dado que el
consumo de sacarina de ambos grupos durante la adquisicion (Veh: 98.71%, M&B: 92.41%,

t1s=-0.68, p = 0.5) y del bebedero extra durante la Prueba 1 (Veh: 102.74%, M&B: 93.66%,
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tis = 1.51, p = 0.14) no son significativamente distintos, podemos decir que los resultados

observados en el consumo de sacarina durante la Prueba se deben a la inactivacion de la ClI.

En las Figs. 3B y D observamos un esquema representativo de la zona en la cual cayeron

las puntas de las canulas de todos los animales incluidos en el analisis estadistico. Este

resultado sefiala que, contrario a lo observado con la COF, la Cl es necesaria para la

eleccion por ser necesaria para la evocacion de la memoria gustativa. Evidencia que apunta

a una funcién diferencial de cada una de las cortezas gustativas, COF y CI, durante la

eleccion cuando esta es mediada por una memoria gustativa.
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Figura 3. La inactivacién de corteza insular tiene un efecto en la evocacién de la memoria y en la seleccion de una

acciéon. A) Consumo de sacarina del grupo experimental (M&B, Muscimol y Baclofen, azul) y el grupo control (Veh,

vehiculo; gris).B) Esquema del lugar en donde cayeron las puntas de las canulas. Eje de las Y, consumo de sacarina
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en ml, expresado en porcentaje. Eje de las X, adquisicion (ADQ) y Pruebal (PBAL). Inf.: infusion. Prueba de T en

PBAL1 en CAS con opcion p=0.06 y en CAS sin opcion p=0.02.

Resumen de resultados

1. La corteza orbitofrontal o corteza gustativa secundaria es necesaria para la eleccion

guiada por una memoria gustativa mas no para la evocacion de la misma.

2. La corteza medial prefrontal no es necesaria para la eleccidon guiada por una memoria

gustativa.

3. La corteza insular o corteza gustativa primaria es necesaria para la eleccién y para la

evocacion de una memoria gustativa.

Discusioén

La habilidad para llevar a cabo una decisiéon guiada por una memoria gustativa recae tanto
en el procesamiento gustativo como en las cortezas encargadas de la toma de decisiones.
Sin embargo, quedaba por esclarecer la participacion de las cortezas prefrontales en una
eleccidon mediada por una memoria gustativa. En este trabajo encontramos que las dos
cortezas gustativas, COF y ClI, participan en una eleccion cuando esta es encauzada por una
memoria gustativa, no asi la CmPF. Cabe resaltar que unicamente la COF resultd necesaria
para la toma de decisiones y no para la evocaciéon de la memoria gustativa. A diferencia de la
COF, al evaluar la Cl observamos que si es necesaria para la evocaciéon de una memoria
gustativa; resultado esperado dados estudios previos que la involucran no sélo en la
formacién de memorias gustativas sino en la evocacién de las mismas (Nufez et al. 2010).
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En conjunto, estos resultados resaltan el papel de la COF como una estructura capaz de
utilizar la informacion gustativa para guiar una eleccidn como la enfrentada bajo nuestro

modelo de CAS con opcion.

Al inactivar la COF durante la eleccion, los animales son incapaces de consumir
selectivamente el estimulo gustativo seguro y alejarse del riesgoso como observamos en el
comportamiento de los animales control. Estos resultados pudieran estar sugiriendo que la
inactivacion de esta corteza impide a los animales percibir los estimulos gustativos y eso
explicaria porque beben sacarina y agua indistintamente. Sin embargo, en el laboratorio se
prob6 esta hipdtesis al evaluar la participaciéon de la COF en una eleccion que implica la
preferencia o el rechazo de estimulos innatamente agradables o desagradables; es decir una
eleccion que no implica un aprendizaje. Se utilizaron dos estimulos en concentraciones
naturalmente agradables o naturalmente aversivas como la sacarina -dulce- y la quinina -
amarga-, respectivamente. El experimento siguié el mismo protocolo conductual y la
inactivacion farmacolégica de la COF detallados en la metodologia de este trabajo. Los
resultados obtenidos indicaron que los animales con la COF inactivada eran capaces de
elegir la sacarina y evitar la quinina. Por lo tanto qued6 descartada la posibilidad de que el
efecto observado en este trabajo, sobre la participacién de la COF durante la toma de
decisiones guiada por un aprendizaje gustativo, se deba a que los animales sean incapaces
de percibir los estimulos gustativos. Cabia también la posibilidad de que el efecto observado
por la inactivacion de la COF durante la eleccion, se debiera a que inactivar esta corteza
impidiera al animal abordar una tarea cognitiva mas demandante (i.e. cuatro bebederos en
lugar de uno). Se realizé un experimento para aproximar esta hipétesis utilizando una tarea
conductual en donde la adquisicion se llevo a cabo con un bebedero pero durante la prueba

se presentaron cuatro bebederos simultaneamente, todos con sacarina. Se observé que los
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animales eran capaces de evitar los cuatro bebederos con sacarina aun a pesar de tener la
COF inactivada. En conjunto, estos resultados apoyan la interpretacion de que la COF
efectivamente es necesaria para la eleccion mediada por un aprendizaje gustativo y esto no
se debe a un impedimento en la evocacidén de la memoria, en la percepcion de los estimulos

gustativos o en la capacidad del animal para abordar una tarea compleja.

¢A qué propiedades de la COF podria adjudicarse su participacion en la eleccion mediada
por una memoria gustativa? Esta corteza ha sido referida como participe de la capacidad
inferencial o predictiva sobre consecuencias no inmediatas como ocurre con la devaluacion
de un estimulo previamente asociado a LiCl 33°, En cuyo caso, inactivar la COF impediria al
animal inferir las consecuencias de consumir el estimulo riesgoso -sacarina- que le habia
ocasionado malestar gastrico anteriormente. O bien, otra manera de explicar su participacion
en el CAS con opcion, pudiera deberse a su desempefio en la emision de un juicio basado en
la valoracion de un estimulo, en particular en la asignacioén del valor relativo a un estimulo
cuando éste es presentado al mismo tiempo que otros. El valor de un estimulo no es un valor
fijo, es mas bien variante de acuerdo a factores internos y externos al organismo y se
reajusta de acuerdo a las circunstancias (Fellows 2007). Lo cual permite calcular cual de
todas las opciones es la que tendria el valor mas alto bajo las circunstancias dadas. En
nuestro modelo, al inactivar la COF durante la eleccion pudiera estarse impidiendo la
correcta valoracion del estimulo seguro respecto al riesgoso resultando en la ingesta

indistinta de ambos estimulos, lo cual explicaria los resultados obtenidos.

El papel de la COF en nuestro paradigma de eleccion es elemental pero no es un actor
aislado. Cabe resaltar que esta llevando a cabo una accién cognitiva, como es la eleccion,
haciendo uso de informacion recabada y retenida en otras estructuras que forman parte del

procesamiento gustativo, como la CIl, y no en si misma. Lo anterior es interesante pues
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resalta la especializaciéon de estructuras en una tarea en particular. Ademas, apunta a una
comunicacion funcional entre ambas estructuras al momento de enfrentar una eleccién. Si
quisiéramos saber si esta conectividad es necesaria para este tipo de elecciones habria que
abordar el problema desde otro angulo. Hay estudios que evaluan la conectividad funcional
entre dos estructuras utilizando protocolos de desconexion en donde se inactiva Unicamente
la via anatémica que conecta ambas estructuras sin comprometer la funcion de las mismas 34.
Asi podriamos evaluar si la comunicacién funcional entre la COF y la Cl es necesaria al
momento de enfrentar una eleccion que implica elementos gustativos previamente
aprendidos. En ese sentido ayudaria a elucidar otros elementos neurales que van mas alla
de la participacion estructural hacia la conectividad, que pudieran ser necesarios en este tipo

de elecciones junto con la COF.

Respecto a la CI, el haberla encontrado necesaria para la evocaciéon de la memoria al
momento de hacer una eleccién tiene sentido de acuerdo a lo antes reportado pues es una
corteza que guarda tanto la asociacion gustativa como el valor de un estimulo gustativo
5344142 Entre las limitantes de nuestro modelo conductual, se encuentra el no poder disectar
la participacion de una estructura que mostré ser participe en la evocacion de la memoria
gustativa, como la corteza insular, de su papel en la toma de decisiones. Para desmenuzar
mas finamente este proceso podrian plantearse el uso de otras metodologias, como
electrofisiologia, que pudieran dilucidar la participacion de la esta corteza en diferentes
temporalidades durante un evento de eleccion. Se ha reportado evidencia electrofisioldgica
de que ambas cortezas gustativas, insular y orbitofrontal, disparan durante una tarea de
discriminacion y toma de decisiones (MacDonald et al. 2009). Los autores discuten que

probablemente en su tarea la Cl guarda informacién relacionada a la evocacion de la
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memoria gustativa mientras que, la COF probablemente sefnalice y dirige la eleccion guiada
por esta memoria, mas que la memoria per se. Sin embargo, esta es tan sélo una
interpretacion pues esas respuestas solo se pueden adquirir mediante protocolos que
implican la pérdida de funcion, ya sea por inactivaciones o lesiones. Lo trascendente del
trabajo presentado en esta tesis es justamente que haciendo uso de inactivaciones podemos
aseverar que: 1) la COF es necesaria para la toma de decisiones pero no para la evocacion
de la memoria gustativa, la 2) Cl es necesaria para la evocacion de la memoria gustativa y 3)

la CmPF no es necesaria para ninguna de las dos conductas aqui evaluadas.

En cuanto a la corteza medial prefrontal, el no haber encontrado un efecto en esta corteza
pero si en la COF es interesante pues indica que, a pesar de que ambas estructuras han sido
estudiadas en la toma de decisiones 22340 y que ambas mantienen conexiones anatémicas
con la corteza insular y otras estructuras del procesamiento gustativo, juegan papeles
distintos en el uso de la informacién gustativa de acuerdo al tipo de eleccidén que se lleve a

cabo.

Queda por evaluar posibles estructuras subcorticales que pudieran estar involucradas en
nuestro modelo de eleccién guiada por una memoria gustativa. Una estructura interesante
que mantiene proyecciones anatomicas con la COF cuya actividad electrofisioldgica coincide
en temporalidad con la de la COF en momentos de decision, es el estriado ventral 2543, Esta

estructura es un candidato interesante a ser evaluado en nuestro modelo.
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Conclusion

La COF es necesaria para la eleccion guiada por una memoria gustativa, lo cual tiene sentido
en funcién de los reportes que la involucran tanto en la eleccién como en la valoracién de
estimulos gustativos. Aunque, interesantemente, no mostré ser necesaria para la evocacion
de la memoria gustativa pese a ser considerada la corteza gustativa secundaria. Por el
contrario, la corteza insular, resultdé necesaria para la evocacion de la memoria gustativa, lo
cual respalda los vastos reportes que la involucran como participe de la adquisicion y
evocacion de la memoria durante el condicionamiento aversivo a los sabores, por ejemplo.
En el caso de la CmPF no resulté necesaria para nuestro modelo de eleccion guiada por una
memoria gustativa a pesar de la evidencia que sugiere su involucramiento en la toma de
decisiones y en la deteccion de estimulos gustativos. Lo anterior es interesante pues sugiere
una especializacion y una regulacién muy fina del reclutamiento de estructuras necesarias de

acuerdo al paradigma bajo el cual son evaluadas.
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