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1. LISTADO DE ABREVIATURAS
HL. Hipotalamo Lateral.

HLV9a* Neuronas GABAérgicas del
Hipotalamo Lateral.

HLV9'u2* Neuronas glutamatérgicas del
Hipotalamo Lateral.

ATV. Area Tegmental Ventral.

DMH. Nucleo Dorsomedial del
Hipotalamo.

VMH. Nucleo Ventromedial del
Hipotalamo.

Zl. Zona Inserta
NTS. Nucleo del Tracto Solitario.

NAc shell. Nacleo Accumbens porcion
shell.

NLET. Nucleo del Lecho de la Estria
Terminal.

ARC. Ndcleo Arcuato.

AgRP. Neuronas relacionadas a la
proteina Agouti.

MCH. Hormona Concentradora de
Melanina.

Nts. Neurotensina

ChR2. Canal de Rodopsina 2.

eYFP. Facilitador de la proteina amarillo
fluorescente.

VGAT. Transportador vesicular a GABA

VGLUT?2. Transportador vesicular a
glutamato.

VGAT-ChR2. Cepa de ratones
transgénica que contiene el ChR2 en las
neuronas que expresan el VGAT

WT. Cepa de ratones silvestres utilizados
como grupo control.

EEIC. Estimulacion eléctrica intracraneal.
IP. indice de palatabilidad.
IEE. Intervalo entre ensayos.

PSTH. Histograma de Tiempo
Periestimulo.

CUMSUM. Suma acumulativa.
DAG. Dieta alta en grasas.

SA. Saliva Atrtificial



2. RESUMEN

La sacarosa es atractiva para la mayor parte de las especias del mundo animal, no sélo por la
sensacion dulce que induce, sino por su palatabilidad positiva (es decir, promueve el incremento
de respuestas oromotoras en funcién del aumento de la concentracion de sacarosa). Aunque la
palatabilidad es un atributo sensorial importante, actualmente se desconoce los tipos celulares
que codifican y modulan la palatabilidad de la sacarosa. Estudios previos en ratones han
reportado que la activacién de las neuronas GABAérgicas del Hipotdlamo Lateral (HLV9a*)
promueven una conducta voraz en el consumo de alimentos. En este trabajo, utilizamos
registros electrofisioldgicos y estimulacion optogenética (mediante la implantacién de optrodos
en el hipotalamo lateral) para medir la palatabilidad de la sacarosa mientras ratones
transgénicos de la cepa VGAT-ChR2 realizaron la prueba de acceso breve. Encontramos una
subpoblacién de neuronas HLY9™* que codifican las respuestas a palatabilidad, las cuales
incrementan (o disminuyen) su tasa de disparo en funcién de la respuesta oromotora (lengtieteo)
gue es inducida por la sacarosa. Ademas, realizamos experimentos optogenéticos, en los cuales
el ratén podia escoger entre tres estimulos gustativos disponibles, agua, sacarosa al 3 0 18%.
La activacion de las neuronas HLV9™* promovié consistentemente el consumo por el estimulo
mas palatable disponible (sacarosa al 18%). Sin embargo, si la activacion de estas neuronas es
cercana al estimulo menos palatable, algunos ratones VGAT-ChR2 prefieren consumir agua a
sacarosa al 18%. Inesperadamente, la activacion de las neuronas HLV9™* incrementa el
consumo de quinina, pero solo durante el estado de privaciéon de agua, mientras que, en
animales saciados, falla al promover el consumo y la tolerancia a estimulos aversivos. Por el
contrario, estas neuronas promueven el sobreconsumo de sacarosa cuando es el estimulo mas
cercano. Ademas, experimentos con estimulos sélidos confirmaron que la activacion de estas
neuronas incrementa el tiempo de interacciéon con el estimulo mas palatable disponible.
Concluimos que las neuronas HLY93* incrementan la motivacion de la ingesta de alimentos, a
través de la potenciacion de la palatabilidad del estimulo gustativo mas cercano disponible.

2. SUMMARY

Sucrose is attractive to most species in the animal kingdom, not only because it induces a sweet
taste sensation but also for its positive palatability (i.e., oromotor responses elicited by increasing
sucrose concentrations). Although palatability is such an important sensory attribute, it is
currently unknown which cell-types encode and modulate sucrose’s palatability. Studies in mice
have shown that activation of GABAergic LHAV9" neurons evokes voracious eating; however, it
is not known whether these neurons would be driving consumption by increasing palatability.
Using optrode recordings, we measured sucrose’s palatability while VGAT-ChR2 transgenic
mice performed a brief access sucrose test. We found a subpopulation of LHAY92™* neurons
encodes palatability by increasing (or decreasing) their activity as a function of the increment in
licking responses evoked by sucrose concentrations. Optogenetic gain of function experiments,
where mice were able to choose among available water, 3%, or 18% sucrose solution uncovered
that opto-stimulation of LHAV92* neurons consistently promoted higher intake of the most
palatable stimulus (18% sucrose). In contrast, if they self-stimulated near the less palatable
stimulus, some VGAT-ChR2 mice preferred water over 18% sucrose. Unexpectedly, activation
of LHAV9* neurons increased quinine intake but only during water deprivation, since in sated
animals, they failed to promote quinine intake or tolerate an aversive stimulus. Conversely, these
neurons promoted overconsumption of sucrose when it was the nearest stimulus. Also,
experiments with solid foods further confirmed that these neurons increased food interaction
time with the most palatable food available. We conclude that LHAV9"* neurons increase the
drive to consume, but it is potentiated by the palatability and proximity of the tastant.



3. INTRODUCCION

La obesidad es una epidemia que continla creciendo rapidamente a nivel mundial.
Actualmente en México, cerca de tres cuartas partes (72.5%) de los adultos padecen de
sobrepeso u obesidad (OECD, 2019). Uno de los principales factores que inducen obesidad
es el sobreconsumo de alimentos altamente palatables y caléricos, especialmente aquellos
gue contienen altos niveles de azucares. Se ha hipotetizado que el sobreconsumo de este
tipo de alimentos puede afectar a regiones cerebrales involucradas en la alimentacion
homeostatica y la ingesta heddnica (Rossi and Stuber, 2018; Formolo et al., 2019). La
alimentaciéon homeostética, es definida como el balance entre el consumo de comida y el
gasto energético, y es necesaria para la sobrevivencia del individuo (Rossi and Stuber,
2018). Mientras, que la ingesta heddnica es promovida por pistas sensoriales, como el olor,
o0 el placer que evoca el sabor de un alimento, tipicamente con un alto contenido en grasas
y azucares, y puede ocurrir en ausencia de una necesidad calorica (Butler and Eckel, 2018).
Ambos procesos estan intimamente ligados con el hipotalamo lateral (HL) y su interaccion

con otros circuitos cerebrales.

El HL es una de las regiones cerebrales mas interconectadas; recibe aferencias y envia
proyecciones a regiones intra-hipotalamicas y extra-hipotalamicas; lo cual le permite
controlar funciones cognitivas, motoras y endocrinas. Se localiza en la regién posterior al
Area Preoptica y anterior al Area Tegmental Ventral (ATV). Limita con los bordes del Ntcleo
Dorsomedial del Hipotalamo (DMH), el Nucleo Ventromedial del Hipotalamo (VMH), el
Nucleo Arcuato (ARC) y la zona inserta (ZI) (Berthoud and Miinzberg, 2011; Kurt et al.,
2017). El inicio de su estudio remonta a las décadas de 50’s y 60’, a través de experimentos

donde se realizaron lesiones y estimulacion eléctrica intracraneal.



4. ANTECEDENTES

4.1 Estudios clasicos del Hipotalamo Lateral

El HL se le denomindé como el “centro de alimentacion”, a partir de los estudios realizados
con lesiones electroliticas en ratas que indujeron hipofagia y adipsia hasta provocar su
muerte (Anand and Brobeck, 1951; Teitelbaum and Epstein, 1962). Mientras, la lesién en el
VMH induce consumo de alimento y ganancia de peso (Hetherington and Ranson, 1940).
Asimismo, la lesion quimica en el HL con acido kainico, causa la ablacion de sus somas y
suprime la ingesta de alimento y agua (Stricker et al., 1978; Grossman and Grossman,

1982).

Por otro lado, a través de la estimulacion eléctrica intracraneal (EEIC) en el HL, se ha
demostrado que ésta region cerebral es parte de los neurocircuitos relacionados a las
conductas de ingesta y recompensa (Figura 1) (Delgado and Anand, 1953; Olds and Milner,
1954). Se ha observado que las ratas incrementan el numero de palanqueos para ser
estimuladas, y si el alimento esta disponible, la estimulacion eléctrica promueve la conducta
de ingesta (Figura 1B) (Delgado and Anand, 1953; Mendelson, 1967; Mogenson and
Stevenson, 1967; Coons and Cruce, 1968). La conducta de ingesta causada por la EEIC
en el HL se le conoce como alimentacién ligada a la estimulacion, y se mantiene pocos
segundos después de que cesa la estimulacion (Hoebel and Teitelbaum, 1962). También
se ha reportado que ante la presencia de sabores dulces, la tasa de EEIC incrementa,
contrario a lo que sucede cuando sélo se presentan estimulos gustativos amargos,
disminuyendo el nimero de veces que el animal se estimula (Figura 1C) (Phillips and
Mogenson, 1968; Poschel, 1968). Estos hallazgos sugieren una interaccion entre la EEIC y

la palatabilidad del sabor.
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Figura 1. La estimulacién eléctrica en el HL induce la alimentacion y es recompensante. A. La
EEIC unilateral del HL incrementa el consumo de alimentos soélidos (linea sélida) o liquidos (linea
punteada), durante los periodos de manipulacion experimental (rectangulos negro y gris). La flecha
indica el dia de implantacién del electrodo de estimulacion. Hemisferio derecho (D), hemisferio
izquierdo (l). Modificado de Delgado & Anand, 1953. B. La gréfica ilustra cuatro condiciones
experimentales. Se observa que ante la presencia de alimento aumenta el niimero de palanqueos
asociados a la EEIC. La gréfica superior derecha indica la corriente que se aplic6 en cada sujeto.
Las barras y las fechas muestran los umbrales requeridos para promover la conducta de ingesta y
la conducta de autoestimulacion en ausencia de alimento, respectivamente. Modificado de Coons &
Cruce, 1968. C. Panel izquierdo, sitios donde se realizé la EEIC (puntos negros). Media de la tasa
de EEIC asociada al consumo estimulos negativos, neutros y dulces. Modificado de Phillips y
Mogenson, 1968.

Dada la conexién del HL con diferentes regiones cerebrales de la via del procesamiento
gustativo, se ha relacionado con el procesamiento de palatabilidad del sabor. En el siguiente

apartado definiremos el concepto de palatabilidad en roedores y la participacion del HL.



4.2 Palatabilidad

El percepto de un sabor se refiere a la integracion de multiples atributos sensoriales, como
son las cualidades gustativas bésicas (salado, dulce, amargo, acido, umami), la
palatabilidad del estimulo gustativo (su valor heddnico), o la intensidad (el grado de
concentracion del estimulo) (Breslin, 2013; Gutierrez et al., 2020). En el caso de la
sacarosa, ademas de ser una cualidad gustativa dulce, también evoca un valor hedoénico o
palatable, que resulta sumamente atractivo su consumo a lo largo de diversas especies de

animales.

En roedores, la palatabilidad es medida como el incremento (o la disminucion) de las
respuestas oromotoras debido la concentracién de un sabor (Spector et al., 1998). Para
medir el reporte de palatabilidad, se desarroll6 una tarea conductual llamada “prueba de
acceso breve”, la cual consiste en permitir el consumo de un sabor por un corto periodo de
tiempo (< 10 s), esto limita el impacto de los efectos post-ingestionales (Young et al., 1963).
Para los sabores hed6nicamente positivos, como la sacarosa, los roedores incrementan el
namero de lengleteos y el tamafio de la rafaga del lengiieteo en funciéon de la
concentracion, y disminuye la tasa de lenglieteos ante el incremento de la concentracion
de estimulos negativos, como la quinina (Spector and Smith, 1984; Davis and Perez, 1993;
Hsiao and Fan, 1993). En este trabajo, definimos operacionalmente a la palatabilidad de la
sacarosa, como las respuestas oromotoras heddnicamente positivas evocadas por el
incremento de la concentracion de la sacarosa (Berridge and Grill, 1983; Spector et al.,
1998; Villavicencio et al., 2018). Especificamente, el incremento en la tasa de lenglieteos o
el tamafio de la rafaga de lengleteos. Esta definicion de palatabilidad no debe ser
confundida con la sensacién consciente de placer que los humanos experimentan ante un

sabor (Grill and Berridge KC, 1985; Sclafani, 1991).



4.3 La palatabilidad y el Hipotalamo Lateral

La informacién sensorial gustativa llega al Nucleo del Tracto Solitario (NTS), el primer relevo
de la via del procesamiento gustativo, a través de los pares craneales VII (facial), IX
(glosofaringeo) y X (vago). En roedores, las neuronas sensibles al gusto del NTS envian
eferencias al Nucleo Parabraquial, segundo relevo de la via del procesamiento gustativo.
Este nucleo envia proyecciones a diferentes estructuras cerebrales relacionadas a la
ingesta de alimento y la memoria gustativa, entre ellas se encuentra el HL. Se ha reportado
que las lesiones con acido iboténico en el HL afectan la adquisicion del condicionamiento
de preferencia o aversion al sabor (Touzani and Sclafani, 2002), e incrementa la preferencia
y tolerancia por sabores dulces y amargos, respectivamente (Ferssiwi et al., 1987).
Ademas, diversos estudios han implicado al HL con el procesamiento de la palatabilidad. A
través de registros electrofisioldgicos de la actividad unitaria, se ha encontrado que las
neuronas del HL responden ante estimulos nocivos (un choqué eléctrico o el pinchar la cola
de un roedor), estimulos recompensantes (la EEIC seguida del lenglieteo en un sipper)
(Ono et al., 1986) y diferentes cualidades gustativas (Norgren, 1970; Schwartzbaum, 1988;
Yamamoto et al., 1989) con un valor heddnico positivo (p. e]. sacarosa) o negativo (p. €.
quinina) (Norgren, 1970), y su respuesta esta segregada anatémicamente (Schwartzbaum,
1988). Recientemente, Li y col., descubrieron dos poblaciones neuronales del HL con
actividad funcional antagoénica. El primer grupo neuronal se modula ante la presencia de
estimulos gustativos palatables, como sacarosa y NaCl, y el segundo responde ante
estimulos aversivos, como quinina o acido citrico (Figura 2). Sin embargo, éstos estudios
no pudieron definir la identidad del grupo neuronal implicado en el procesamiento de

palatabilidad del HL.



Figura 2. EI HL posee dos
subpoblaciones neuronales que
codifican los sabores palatables
y aversivos. Las graficas tipo
raster ilustran dos ejemplos de
neuronas que respondieron ante

L 1ol P g

'.".'. Iy '*;,‘

Sacarosa i “ T
“\'JIJIT .||

'l“' . """‘u |1'I -
MNaCl " 5]&!}?: '.I.: ﬂ

Agua it ""‘Lf‘li"' diferentes sabores en una prueba
- '*.l :-h’lﬂ.w. [Nk de acceso breve. Los rectangulos

i L S I AR, verticales indican los ensayos
Acido Citrico "1:1 w4 -"'.q' A "I'. donde se present6 sacarosa (rojo
ind A “h " - oscuro), NaCl (rojo), agua (rosa),

Quinina -.'.‘.' T"ﬁ'-rl"‘]} 2.5 acido citrico (azul) y quinina (azul
, " R I';-"--y.ﬂ-.- oscuro). Cada marca negra

r . . T representa una espiga. Se

-1000 0 10002000 -1000 0 1000 2000 observa una respuesta diferencial

20 &0 ante la presentacion de sabores

@ 16 EE palatables (panel izquierdo) o

= 12 3 aversivos (panel derecho). Las
o4 %’38 graficas de abajo muestran el

0 i PSTH de la tasa de disparo

T i T T T T T T (Espigas/s; Esp/s) para cada tipo

-1000 O 1000 2000 1000 O 1000 2000 de ensayo. Todas las graficas

Tiempo (ms) Tiempo (ms) estan alineadas al momento de la

entrega del sabor (Tiempo O0).
Modificado de Li et al. 2013.

4.4 Clasificacion de los grupos neuronales del Hipotalamo Lateral

EL HL es una region heterogénea, compuesta por diversos grupos celulares, identificados
genéticamente por los neuropéptidos y neurotransmisores que expresan (Bonnavion et al.,
2016; Mickelsen et al., 2019) (Figura 3). Algunos de los tipos neuronales definidos por el
neuropéptido que contienen son los siguientes: 1) Hormona concentradora de melanina
(MCH, por sus siglas en inglés). Participan en la regulacion de la ingesta y el balance del
ciclo suefio-vigilia. Se ha encontrado que la sobreexpresion del neuropéptido MCH induce
hiperfagia, obesidad y resistencia a insulina (Ludwig et al., 2001), mientras que la delecion
de las neuronas MCH provoca hipofagia y adelgazamiento (Shimada et al., 1998). 2)
Orexina/Hipocretina. Estas neuronas estan principalmente implicadas en la regulacién del

estado de alertamiento (arousal) (de Lecea, 2015). También se ha encontrado que la



activacion quimiogenética® de estas neuronas induce la conducta de ingesta y la regulacién
del metabolismo (Inutsuka et al., 2014). 3) Neurotensina (Nts). Este grupo de neuronas es
abundante en el HL (Kahn et al., 1980). Recientemente se reportd que su activacion
quimiogenética promueve el consumo voraz de liquidos (Kurt et al.,, 2019). Se ha
encontrado que estas neuronas co-expresan receptores de melanocortina-4 y leptina
(Bonnavion et al., 2016; Brown et al., 2017; Mickelsen et al., 2019). 4) Galanina. Se ha
descrito que esta subpoblacién contiene receptores a leptina y Nts (Berthoud and
Minzberg, 2011; Mickelsen et al., 2019) y son parte de una fraccién de las neuronas
GABAérgicas del HL (Qualls-Creekmore et al., 2017). Su activacion quimiogenética esta
relacionada con la conducta apetitiva y la blusqueda de alimentos palatables, como pellets
de sacarosa o liquidos con alto contenido cal6rico, pero no induce su consumo (Qualls-
Creekmore et al., 2017). Por otro lado, las poblaciones méas extensas en el este nucleo son
las neuronas glutamatérgicas, que expresan el transportador vesicular a glutamato 2
(VGLUT2, por sus siglas en inglés), y las neuronas GABAérgicas, las cuales contienen el
transportador vesicular a GABA (VGAT, por sus siglas en inglés) (Jennings et al., 2015;

Stuber and Wise, 2016; Mickelsen et al., 2019).

!Quimiogenética. Técnica que se basa en el uso de receptores disefiados exclusivamente para
activar drogas de disefio (DREADDS, por sus siglas en inglés), para activar o inhibir selectivamente
vias sefializacion intracelular definidas por su grupo neuronal. Para ello se administra un ligando
sintético (como la molécula CNO) que es permeable a la barrera hematoencefélica, el cual se une
selectivamente a estos receptores para desencadenar vias de sefializacion intracelular.
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Figura 3. Grupos neuronales del HL. A. Imagen representativa de la distribucién de los grupos
neuronales del HL que expresan neuropéptidos (panel izquierdo). Fue determinada por una
inmunofluorescencia contra MCH (azul), Orexina (rojo) y Neurotensina (verde). El cuadrado blanco
punteado indica el empalme de estos grupos neuronales. En la parte de abajo se observa la imagen
de cada uno de ellos. El diagrama de Venn (panel derecho) ilustra el tamafio y la distribucién relativa
de estos grupos neuronales. Modificado de Brown et al. 2017. B. Las neuronas GABAérgicas que
expresan el Vgat (verde) en el HL no colocalizan con las neuronas que contienen los neuropéptidos
MCH y Orexina (rojo). Modificado de Jennings et al. 2015. C. El HL contiene una mezcla de neuronas
inhibitorias y excitatorias. Imagenes de la técnica hibridacién in situ para marcar la expresion del
Vgat (panel izquierdo) y el Vglut2 (panel derecho). Modificado de Stuber & Wise, 2016. HL,
Hipotadlamo Lateral; DMH, Nuacleo Dorsomedial del Hipotalamo; VMH, Nucleo Ventromedial del
Hipotadlamo; ARC, Nucleo Arcuato; 3V, Tercer Ventriculo; Nts, Neurotensina; rleptina, Receptor a
leptina; MCH, Hormona Concentradora de Melanina; Vgat, Transportador vesicular a GABA, Vglut2,
Transportador vesicular a glutamato 2. ARNm, Acido ribonucleico mensajero; eYFP, Facilitador de
la proteina amarillo fluorescente.

4.5 Manipulaciones neuronales en el HL y el control de laingesta

A pesar de que el HL contiene diferentes grupos neuronales, la investigacion actual se ha
centrado en la manipulacién de neuronas excitatorias e inhibitorias que orquestan el control
de laingesta y la recompensa. La activacion optogenética? de las neuronas glutamatérgicas
del HL (HL"9“2*), reduce el consumo de alimento y es aversiva (Figura 4) (Jennings et al.,

2013). La ablacion de los somas glutamatérgicos de este nucleo incrementa el consumo de

2 Optogenética. Técnica que utiliza opsinas microbianas y luz para activar o inhibir selectivamente
grupos neuronales genéticamente definidos.
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alimento y la ganancia de peso (Stamatakis et al., 2016). Recientemente se encontré que
su actividad neuronal disminuye en modelos de obesidad inducida por una dieta alta en

grasas, sugiriendo gue estas neuronas representan la sefial de freno para detener la ingesta

de alimento (Rossi et al., 2019).
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Figura 4. La fotoestimulacion de las neuronas glutamatérgicas del HL en animales privados
de alimento suprime la ingesta de alimento y es aversiva. A. A través del uso de la cepa
transgénica Vglut2-ires-cre y adenovirus dependientes de la enzima cre recombinasa, se expreso el
canal de rodopsina 2 (ChR2, por sus siglas en inglés) en las neuronas HLV9u2* y para el grupo control
se infundio el facilitador de la proteina amarilla fluorescente (eYFP). Ratones privados de alimento
fueron colocados en una arena que contenia dos platos de plastico en las esquinas superiores, uno
de ellos con pellets de dieta chow (Zona de comida) y otro sin alimento (Zona sin comida). Los
animales realizaron tres paradigmas conductuales consecutivamente (20 min cada uno): Pre-
fotoestimulacion, fotoestimulacidn, donde los ratones fueron estimulados con un laser de 473 nm a
una frecuencia de 20 Hz constantemente, y post-fotoestimulacion (el laser se mantuvo apagado).
Los mapas de calor indican el tempo de permanencia en la arena a lo largo de los tres paradigmas.
B-C. La fotoestimulacion de las neuronas HLV92+ disminuye el consumo y el tiempo de permanencia
en la zona de comida. D. Se realiz6 una prueba de preferencia de lugar en tiempo real para medir si
la activacion optogenética de las neuronas HLV9U2* es aversiva o recompensante. Se encontré que
la fotoestimulacion de las neuronas HLV9U2+ disminuye el tiempo de permanencia en comparacion
con el grupo control. Modificado de Jennings et al. 2013.

Por otro lado, la activacion optogenética y quimiogenética de las neuronas GABAérgicas
del HL (HLV9®") es recompensante y promueve la ingesta tanto de alimentos con valor
nutritivo (Jennings et al., 2015; Navarro et al., 2016), como aquellos que no contienen
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calorias (Navarro et al., 2016), asimismo inducen la conducta de roer hacia estimulos que
carecen de relevancia bioldgica (p. €j., un corcho de madera) (Navarro et al., 2016).
Mientras que su inhibicion es aversiva y detiene el consumo (Figura 5) (Jennings et al.,
2015; Navarro et al., 2016). Ademas, se ha identificado a través de imagenologia de calcio
in vivo la existencia de dos subgrupos de neuronas HLY9" que se activan diferencialmente

durante la conducta apetitiva y el consumo de alimento (Jennings et al., 2015).
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Figura 5. La modulacién optogenética de las neuronas GABAEérgicas del HL es bidireccional
durante la conducta de ingestay recompensa. A. Se utilizé la cepa de ratones Vgat-ires-cre y se
inyectaron adenovirus dependientes de la enzima cre recombinasa para expresar el ChR2 en las
neuronas HLY9a* mientras que para el grupo control se infundié eYFP. Se realizé el mismo protocolo
conductual descrito en la Figura 4A. Los mapas de calor indican el tiempo de permanencia en la
arena antes, durante y después de la activacion optogenética en las neuronas HLV9"* en ratones
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saciados. B-C. La fotoestimulacién de las neuronas HLV9a incrementa el consumo y el tiempo de
permanencia en la zona de comida en comparacién con el grupo control (*) y en los paradigmas
conductuales donde no se encendi6 el laser (). D. Prueba de preferencia de lugar en tiempo real.
La fotoestimulacion de las neuronas HLY92* es recompénsate. E-H. Fotoinhibicion de las neuronas
HLVea* A un grupo de ratones ingenuos de la cepa Vgat-ires-cre se le inyectd un adenovirus
dependiente de la enzima cre recombinasa para expresar la proteina Arqueorodopsina (Arch) en las
HLVeat*, |Los mapas de calor indican el tiempo de permanencia durante los tres paradigmas
conductuales, lo ratones fueron privados de alimento. Para el periodo de fotoinhibicién se mantuvo
constantemente encendido un laser verde de 532 nm. F-G. La fotoinhibicion de los somas
GABAérgicos disminuye el consumo en comparacién con el grupo control (*), y el tiempo de
permanencia en la zona de comida relativo a los periodos sin fotoinhibicion (f). H. Este
silenciamiento neuronal es aversivo. Modificado de Jennings et al. 2015

El HL recibe multiples aferencias GABAérgicas provenientes de estructuras subcorticales,
como son el Lateral Septum, la Habenula Lateral, el Nucleo Accumbens porcién shell (NAc
shell) y el Nucleo del Lecho de la Estria Terminal (NLET) (Stuber and Wise, 2016). Se ha
reportado que la estimulacion optogenética de las neuronas GABAérgicas del NLET inervan
selectivamente a las neuronas HLY9“?* promoviendo la conducta de ingesta (Jennings et
al., 2013). Ademés, el HL recibe aferencias inhibitorias de las neuronas relacionadas a la
proteina Agouti (AgRP, por sus siglas en inglés) del ARC, estas neuronas son esenciales
en la regulacién del circuito homeostatico de la alimentaciéon (Aponte et al., 2011). La
estimulacion optogenética de esta via incrementa la conducta de ingesta (Betley et al.,
2013). Recientemente se encontrdé que las neuronas HLV9?* modulan la preferencia del
sabor inducido por el estado de hambre del animal, el cual es controlado por las neuronas

AgRP (Fu et al., 2019).

Asimismo, el HL envia proyecciones axoénicas a diversos nucleos, entre ellos se encuentra
el ATV. Se ha reportado que la estimulaciéon optogenética de las neuronas HLY%" que
inervan a las neuronas GABAérgicas del ATV, incrementan la saliencia del estimulo méas
cercano, motiva la interaccién social y es recompensante (Figura 6) (Nieh et al., 2016).

Estas proyecciones inhibitorias que recibe el ATV promueven la disinhibicion de las
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neuronas dopaminérgicas que contiene este nucleo (Nieh et al., 2016). A su vez, el NAc
shell recibe aferencias dopaminérgicas proveniente del ATV (Nieh et al., 2016). EI NAc shell
contiene receptores a dopamina tipo D1 y D2 en sus neuronas espinosas medianas que
proyectan al HL (Heimer et al., 1991; O’Connor et al., 2015). Estas sefiales inhibitorias
dopaminérgicas, principalmente del tipo D1, inervan a las neuronas HLV%" para silenciar
su actividad y asi, detener la conducta de ingesta (O’Connor et al., 2015). Esta conducta de
ingesta, también es controlada por algunas aferencias GABAérgicas del HL que pasan a

través del ATV e inervan hasta la periferia del Locus Ceruleo (Marino et al., 2020).
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Figura 6. La fotoestimulacién de la proyeccion GABAérgica HL>AVT promueve la interaccion
social y la exploracion de objetos. A. Para evaluar la interaccion social, los sujetos fueron
colocados en una caja con un ratén macho-joven o con una hembra. El tiempo de interaccion fue
cuantificado en tres bloques consecutivos de 3 minutos cada uno. El laser se mantuvo encendido en
el segundo blogue. Se observo un incremento de la interaccidon social durante el periodo de
fotoestimulacion. B. Se coloco a los ratones en un campo abierto con cuatro zonas, en cada una de
ellas se colocd un objeto nuevo. Durante una hora se les permitié a los sujetos explorar la caja
libremente mientras fueron fotoestimulados por intervalos de 3 minutos (panel izquierdo). Se observo
un incremento en el tiempo de exploracién en el grupo de ratones transgénicos (ChR2) en
comparacion con el grupo control (eYFP). Modificado de Nieh et al. 2016.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La palatabilidad al sabor es un atributo sensorial que indica el valor hedoénico o atractivo de
un alimento (Breslin, 2013), lo cual promueve su grado de consumo. Se sabe que uno de
los principales factores que inducen la obesidad, es el sobreconsumo de alimentos
altamente palatables y caloricos, especialmente aquellos que contienen azucares. Estudios
clasicos en el HL han demostrado su participacién en los procesos de regulacion de la
ingesta de alimentos y recompensa (Delgado and Anand, 1953; Teitelbaum and Epstein,
1962). La EEIC constante de este nucleo motiva el consumo de alimentos palatables, y
disminuye la tasa de estimulacibn ante estimulos gustativos amargos (Phillips and
Mogenson, 1968; Poschel, 1968). Ademas, a través de registros electrofisiolégicos, el HL
se ha relacionado con el procesamiento de palatabilidad (Norgren, 1970; Schwartzbaum,
1988; Yamamoto et al., 1989). Se ha observado que contiene dos subpoblaciones
neuronales, las cuales muestran una respuesta antagénica de acuerdo con el valor
heddnico de los estimulos gustativos ingeridos (Li et al., 2013). No obstante, estos estudios
no indican el grupo neuronal que participa en la codificacion de la palatabilidad.
Recientemente, se encontrd que la activacion de las neuronas HLY9* promueve la conducta
de ingesta tanto de estimulos caléricos (Jennings et al., 2015; Navarro et al., 2016), como
aquellos que no poseen una relevancia bioldgica (Navarro et al., 2016). Sin embargo, en
estos experimentos los sujetos solo tienen una opcion disponible, contrario a lo que ofrece
el menu alimenticio en la vida diaria, donde se encuentran alimentos no caléricos (neutrales)
y alimentos altamente palatables y atractivos. Ademas la activacion de las proyecciones
GABAérgicas de la via HL-> ATV también inducen la exploracion por el objeto mas saliente
(Nieh et al., 2016). Este proyecto evalud si las neuronas HLY9" codifican la palatabilidad de
la sacarosa y si la conducta de ingesta dirigida por la activacion de este grupo de neuronas
se debe a que incrementa el valor hedoénico del estimulo gustativo mas cercano de su
entorno.
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6. HIPOTESIS GENERAL

Dado que el HL participa en el procesamiento de palatabilidad de estimulos palatables y la
activacion de las neuronas GABAérgicas inducen la conducta de ingesta y la exploracion

por el estimulo mas saliente (el mas préximo), proponemaos lo siguiente:

Las neuronas HLY9" codifican la palatabilidad de la sacarosa y su activaciéon potencia el

valor hedonico del estimulo mas cercano promoviendo su sobreconsumo.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general
Determinar la participacion de las neuronas HLV%*"* en el procesamiento de la palatabilidad
de la sacarosa. Asimismo, estudiar si la activacion de estas neuronas tiene preferencia por

el consumo del estimulo gustativo mas palatable o el mas proximo disponible.

7.2 Objetivos particulares

e Registrar la actividad unitaria e identificar las neuronas HL'%®* que codifican la
palatabilidad de la sacarosa en una prueba de acceso breve al sabor.

e Establecer los parametros de fotoestimulacion necesarios para inducir el consumo
de sacarosa.

e Evaluar si la activacion de las neuronas HLY9% inducen la ingesta por el estimulo
més palatable disponible, utilizando un protocolo de lazo abierto.

e Probar si la activacion de las neuronas HLV9" favorecen la ingesta por el estimulo
(neutral, aversivo) mas proximo en un protocolo de lazo cerrado.

e Determinar si la activaciéon de las neuronas HLY9" potencia la palatabilidad de los

estimulos gustativos a través de una prueba de acceso breve al sabor.
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8. METODO

8.1 Sujetos

Se utilizaron 42 ratones VGAT-ChR2-EYFP (Numero de catalogo 014548; Jackson
Laboratory, Sacramento, CA, USA), y 25 ratones wildtype (WT). Con una edad de 8 a 16
semanas y de ambos sexos. Los ratones fueron alojados en un bioterio con temperatura
controlada (22 = 1° C), con un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 h (encendido de luces a las
7:00 h y apagado a las 19:00 h), e individualizados en cajas hogar. El acceso al alimento
(dieta chow, PicoLab Rodent Diet, MO, USA) y agua (en la mayoria de los experimentos)
fue ad libitum. Para los experimentos con restriccion de agua, los animales fueron privados
de agua durante 23 horas y se les dio acceso libre al término de la sesién experimental
durante 1 hora. Las sesiones experimentales se realizaron en el periodo de luz, entre las
11:00 a 14:00 horas, y se realizé una sesion experimental por dia. Todos los experimentos
fueron aprobados por comité institucional del CINVESTAV para el cuidado y uso de

animales (CICUAL 0080-14).

8.2 Procedimientos quirdrgicos

Previo a la cirugia, los animales fueron anestesiados con un cocktail de ketamina (100
mg/kg, i.p.) y xilacina (8 mg/kg, i.p.), y colocados en un aparato estereotaxico (Stoelting, IL,
USA). Se les aplicé lidocaina (0.05 mL) subcutanea, como analgésico, y se mantuvieron los
ojos hidratados con un ungiento oftalmoldgico (hidrocortisona, neomicina y polimixina B)
que se administré periédicamente. Posterior a la cirugia, se administré como tratamiento

enrofloxacina (0.4 mL/ Kg) durante 3 dias.
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En los experimentos donde se utiliz6 la técnica de optogenética, se implantd una fibra 6ptica
multimodal con un diametro de 200 um y con una apertura numérica de 0.39 (FT200UMT;
Thorlabs, NJ, USA) en el HL. Se utilizaron las siguientes coordenadas: AP: -1.25 mm, ML
+ 1 mm, DV: -4.9 mm desde bregma. Para los registros electrofisiolégicos, se implant6 un
optrodo realizado en nuestro laboratorio. Este consiste en un arreglo de 16 electrodos de
tungsteno (35 um de diametro), localizados alrededor de una fibra éptica multimodal, la cual
sobresale 1 mm. Para implantarlo se emplearon las siguientes coordenadas: AP: -1.25 mm,
ML + 1 mm, DV: -5.2 mm ventral a duramadre. Tanto la fibra éptica como el optrodo fueron
implantados unilateralmente y se contrabalancearon en ambos hemisferios. No se
encontraron diferencias significativas entre hemisferios (datos no mostrados). Todos los

sujetos descansaron una semana posterior a la cirugia.

8.3 Histologia e Inmunofluorescencia

Para verificar el sitio de implantacion del optrodo y la fibra Optica, los ratones fueron
sacrificados al final de cada experimento con una sobredosis de pentobarbital (150 mg/ kg).
Posteriormente, se realizd una perfusion transcardiaca con un buffer de fosfatos al 1X (PBS,
por sus siglas en inglés), seguido de paraformaldehido al 4%. Los cerebros fueron
removidos y fijados en paraformaldehido durante una noche, al siguiente dia se colocaron
en sacarosa al 30% por tres dias. En un criostato se realizaron cortes coronales de 40 pum.

Las imagenes fueron tomadas en un microscopio Nikon eclipse €200, con un objetivo 10X.

Se realiz6 una inmunotincién por el método de flotacion con rebanadas de 40 um. Primero,
se realizaron tres lavados de 10 min con una solucién de PBS al 1x. Para permeabilizar el

tejido, se realiz6 un lavado con PBS 1X con Triton (PBS-T) al 0.2% durante 20 min.
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Posteriormente, se incubaron con una solucion de blogueo de albumina de suero bovino
(BSA, por sus siglas en inglés) al 1% disuelta en PBS-T al 0.2% durante 30 min. Al termino,
se realizaron tres lavados de 10 min con PBS-T al 0.2%. Luego, se incubaron toda una
noche a 4° C con los anticuerpos primarios contra GAD-67 hecho en raton (Millipore,
Mab5406) a una concentracién 1:1000 y el anticuerpo contra GFP hecho en conejo
(Invitrogen, A11122) a una concentracion 1:1000, ambos anticuerpos se disolvieron en
PBS-T al 0.2%. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 10 min con PBS-T al 0.2%.
Después, se incubaron (en total oscuridad y a temperatura ambiente) con un anticuerpo
secundario hecho en cabra-contra raton acoplado a Alexa 647 (Invitrogen, A212235) a una
concentracion 1:500, y con un anticuerpo secundario hecho en burro- contra conejo
acoplado a Alexa 488 (Invitrogen, A21206) a una concentracion 1:500 durante 90 min,
ambos diluidos en PBS-T al 0.2%. Al término de la incubacién se tifieron con el marcador
fluorescente 4’, 6 diamidino-2-fenidol (DAPI, por sus siglas en inglés) para marcar ndcleos
celulares y se realizaron 3 lavados de 10 min con PBS-T al 2%. Finalmente, las rebanadas
se montaron sobre un portaobjetos y se les colocé Vectashield como medio de montaje
fluorescente. Las imagenes fueron tomadas con un microscopio confocal Leica utilizando

un objetivo de 63X.

8.4 Estimulos gustativos

Como estimulos gustativos se utiliz6 sacarosa grado reactivo (Sigma-Aldrich, Ciudad de
México, México) en las siguientes concentraciones: 3, 10 y 18%. Quinina clorhidrato
dihidratado grado reactivo al 0.04% (Sigma-Aldrich, Ciudad de México, México). Saliva
artificial que contiene (mM): 4 NaCl, 10 KCI, 6 NaHCO3, 6 KHCOs, 0.5 CaCl,, 0.5 MgCl,,
0.24 K;HPO4, 0.24 KH2PO4 (Zocchi et al., 2017). Se agreg6 0.05 mM de HCI para ajustar

el pH a 7. Todas las soluciones fueron disueltas en agua destilada, refrigeradas y utilizadas
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a temperatura ambiente. Como estimulos sélidos se empled 20 mg de pellets de chocolate
(Bio-Serv, NJ, USA), dieta chow (PicoLab Rodent Diet, MO, USA), dieta alta en grasas con

45% kcal% de grasa (Research Diets, NJ, USA), cubos de sacarosa granulada y corchos.

8.5 Electrofisiologia

La actividad neuronal fue registrada usando un sistema procesador de adquisicién de
multicanales (Plexo, Dallas, TX) en interfaz con una caja de condicionamiento operante que
permitio el registro de eventos conductuales simultineamente. Las sefiales de voltaje
extracelular fueron amplificadas (x1) y estabilizadas por un headstage analogo (Plexon
HST/16025-GEN2-18P-2GP-G1), posteriormente amplificado (x1000) y muestreado a 40
kHz. Se aplicé un filtro pasa banda de 154 Hz a 8 kHz a las sefales crudas y fueron
digitalizadas con una resolucion de 12 bits. Sélo las neuronas unitarias con potenciales de
accion con una razon de sefal-ruido = 3:1 fueron analizadas. Los potenciales de accién
fueron detectados y separados en linea usando una ventana de umbral tiempo-voltaje y un
algoritmo de plantillas de tres componentes principales. Para todos los registros, las espigas
fueron agrupadas usando el software Offline Sorter (Plexon, Dallas, Tx), y sélo las neuronas
unitarias que mostraron una forma de neurona estable a lo largo de la sesion fueron
incluidas en el analisis. En las tareas donde registramos dos tareas conductuales continuas
(prueba de acceso breve seguido de optotagging, ver su descripcibn mas adelante),
correlacionamos la forma del potencial de accién registradas a lo largo de ambas sesiones

para verificar su estabilidad a lo largo del registro (Figura 7)
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Figura 7. Estabilidad en la actividad unitaria registrada en el HL a lo largo de la prueba de
acceso brevey optotagging. A. Grafica tipo raster que ilustrar una neurona HLV92* durante la sesion
de optotagging. Cada marca negra representa un potencial de accion y las marcas azules los pulsos
del laser. Debajo se muestra su PSTH de la tasa de disparo. Las lineas verticales negras indican el
inicio del periodo de fotoestimulacién (Tiempo = 0 s) y su término (Tiempo = 2 s), respectivamente.
B. Promedio de los potenciales de accion de la neurona mostrada en A, a lo largo de la prueba de
acceso breve (sombreado negro), durante el optotagging (sombreado rojo) y cuando se presento el
periodo de fotoestimulacion en el optotagging (sombreado azul). Panel derecho, la nube de puntos
forma un elipsoide compuesto de proyecciones 3-D de los tres componentes principales (PC1, PC2,
PC3). Cada punto representa un potencial de accién durante toda la sesién de registro. C-D. Mismas
convenciones que en las gréaficas A-B. E. Histograma de los valores del coeficiente de correlacion
de Pearson. Se realizé una correlacién Pearson entre la forma del potencial de acciéon durante la
prueba de acceso breve y el periodo de optotagging en la misma sesién. Se muestran dos ejemplos
de neuronas que ilustran el valor del coeficiente de correlacion mas alto y el méas bajo.

8.6 Estimulacion optogenética

Utilizamos un laser con una longitud onda de 473 nm, fue modulado mediante el sistema
DPSS (OEM laser, UT, USA). Los pulsos del laser fueron sincronizados con los
experimentos conductuales a través del software Med Associates Inc. y un generador de
sefial de salida TTL (Med Associates Inc., VT, USA). Se utilizé una potencia del laser de 15
mW, la cual fue medida en la terminal de la fibra 6ptica acoplada al laser con un medidor
de potencia (PM20A, Thorlabs, NJ, USA) antes de cada sesion experimental. Previamente,

durante la construccioén de las fibras Opticas, se implantaron sélo aquellas que tuvieron una
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eficiencia entre 10 a 12.6 mW. En la mayoria de los experimentos el laser fue encendido
por 2 s (a 50 Hz) y posteriormente apagado por 4 s, con un ancho de pulso de 10 ms y un

ciclo de trabajo al 50%.

8.7 Protocolos conductuales y analisis

A continuacion, se describen los protocolos experimentales y sus analisis computados en
orden de aparicion. El andlisis de datos se realiz6 utilizando los softwares MATLAB (The
MathWorks Inc., Natick, MA) y GraphPad Prism (La Jolla, CA, USA). Utilizamos la media +

eem con una a de 0.05.

8.7.1 Parametros de estimulacién optogenética

Para explorar los parametros de fotoestimulacion en las neuronas GABAérgicas del HL
(Figura 8), ratones implantados con un optrodo fueron colocados en una caja conductual
(de dimensiones 18 x 13 x 7.5 cm) sin alimento. El laser se encendié a diferentes
frecuencias (2.5, 5, 10, 20 y 50 Hz) semi-aleatoriamente mientras se registré la actividad
neuronal a lo largo de 20 min. Se utilizé una prueba Kruskal-Wallis para comparar la tasa
de disparo entre el periodo basal (-1 a 0.04 s) y el periodo de fotoestimulacion (0 a 2 s) para
todas frecuencias presentadas. Las neuronas del HL que incrementaron significativamente
su tasa de disparo durante la fotoestimulacion se clasificaron como “Activadas”, mientras
las neuronas que disminuy6 su tasa de disparo significativamente se les etiqueté como

“Inhibitorias”.
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8.7.2 Actividad neuronal registrada durante la prueba de acceso breve y clasificacion
de las respuestas relacionadas a la palatabilidad.

Utilizamos una prueba de acceso breve con ratones privados de agua mientras registramos
la actividad neuronal del HL durante 30 min (Figura 9). Estimulos gustativos fueron
liberados a través de un haz de tres agujas de jeringas achatadas (calibre 20 G), las cuales
se insertaron a lo largo de un sipper de acero inoxidable y se fijaron con acrilico dental.
Cada aguja fue conectada a una vélvula solenoide (Parker, Ohio, USA) a través de una
manguera de silicon (Perez et al., 2013; Villavicencio et al., 2018). El volumen de la gota
(~2 pL) se calibré antes de iniciar la sesion y se mantuvo mediante el uso de un sistema de
presidn de aire constante que estaba conectado de manera individual. Se utilizé un sipper
retractil para anunciar el inicio y termino de cada ensayo. La secuencia de cada ensayo de
la prueba de acceso breve fue el siguiente: Al inicio de la tarea el sipper esta posicionado
para recibir los lenglieteos. Para empezar un nuevo ensayo, cada sujeto debe insertar la
cabeza en el puerto, y posteriormente debe dar un lengiieteo en seco para iniciar el periodo
de recompensa (7 s). Durante este periodo, cada gota fue liberada en cada lengleteo
(lenglieteos recompensados). Una vez terminado el periodo de recompensa, el sipper se
retrajo durante 3 s (intervalo entre ensayos; IEE), Al finalizar el IEE, el sipper vuelve a
extenderse para iniciar un siguiente ensayo. Los estimulos gustativos (saliva artificial, agua,

sacarosa al 3y 18%) fueron liberados en orden semi-aleatorio.

Para identificar a las neuronas cuya frecuencia de disparo correlacion6 con las respuestas
oromotoras inducidas por cada estimulo gustativo, se empleé el analisis de “mejor ventana”
(Villavicencio et al., 2018). Para ello, se calculé un indice de Palatabilidad (IP) por cada
sesion experimental, conformado por las medias de la tasa de lengiieteo durante todo el

Periodo de Recompensa (esto es, el numero de lengueteos/ 7 s) y para cada estimulo
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gustativo. Después, por neurona, calculamos la tasa de disparo neuronal en ventanas de
diferentes tamafios (de 0.5 a 7 s en pasos de 0.5 s) centradas en diferentes tiempos (de
0.25a6.75 s en pasos de 0.5 s), lo que abarcdé todo el periodo de recompensa; por lo tanto,
cada ventana se estimaba como centro * (tamafio de la ventana/2). Utilizando una prueba
de Kruskal-Wallis (con un a de 0.05), identificamos las ventanas donde la media de la tasa
de disparo neuronal fue estadisticamente significativa en al menos uno de los estimulos
gustativos. Ademas, en cada ventana temporal, se calculo el coeficiente de correlacion de
Pearson (r; con un a de 0.05), entre el IP y la tasa de disparo (ensayo por ensayo), y se
selecciond la ventana con el coeficiente de correlacion de Pearson més alto. Para todas las
ventanas que tuvieron efectos significativos en las pruebas estadisticas (Kruskal-Wallis y
correlacion de Pearson), se les realiz6 una prueba de permutacion para la correcciéon de
pruebas multiples. Este analisis se barajeo 20,000 veces (utilizando la funcién “shuffle” en
Matlab). Se obtuvo un valor p corregido utilizando la siguiente férmula: p= (k +1) /(n+1),
donde k es el numero de veces que el valor p-permutado fue menor al valor p-original, y n
es el nimero de veces gue se repitio el procedimiento. Sélo cuando las ventanas de tiempo
mostraban un p<0.05 en ambas pruebas (prueba de Kruskal-Wallis y el coeficiente de
correlacion de Pearson) fueron clasificadas como neuronas relacionadas a la palatabilidad.
Por lo tanto, la “mejor ventana” es aquella en la que la tasa de disparo neuronal se
correlaciona al maximo con el IP. Finalmente, las neuronas relacionadas a la palatabilidad
se clasificaron como “Positiva” o “Negativa” de acuerdo con el valor de la correlacion que
mostraron. Los resultados fueron cualitativamente similares si se analiza la duracion de la
rafaga de lengleteos para computar el IP (Figura 9E-F). Definimos una rafaga de
lengleteos, como el grupo de lenglieteos con al menos dos lengiieteos individuales
separados por una pausa = a 500 ms durante el periodo de recompensa. La duracion de
cada rafaga es la diferencia (en segundos) entre el ultimo y el primer lengleteo (Gutierrez
et al., 2006).
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Para evaluar si las neuronas relacionadas a la palatabilidad registran los cambios en la tasa
de lenglieteo a lo largo de la sesion, computamos la tasa de lenglieteos o la tasa de disparo
en el periodo de recompensa (numero de lengleteos/ 7 s; nimero de espigas/7 s) para
cada estimulo gustativo. Dichas tasas se graficaron en bloques de percentil 10, y cada

bloque tiene el mismo numero de ensayo (Figura 10).

8.7.3 Tarea de fotoidentificacion (Optotagging)

Al término de la prueba de acceso breve comenz6 una sesion de optotagging (Figura 11,
panel de arriba). Para esta tarea se removio el bebedero de la caja conductual, y durante
una sesion de 15 min el laser se mantuvo encendido (a 50 Hz) durante 2 0 7 s, seguido de
un periodo de fotoestimulacion de 10 s. Las neuronas del HL activadas por el laser (pHLY%,
Figura 11A-D) fueron detectadas utilizando dos métodos: 1) una prueba Kruskal-Wallis para
comparar la tasa de disparo entre el periodo basal (-1 a 0.04 s) y la actividad neuronal en
el periodo de fotoestimulacién (0 a 2 s, alineado al inicio del laser). 2) El estadistico de la
suma acumulativa (CUMSUM, por sus siglas en inglés) para identificar las neuronas que
incrementaron significativamente su tasa disparo inmediatamente después del primer pulso
del laser (0 a 15 ms) en comparacién con el periodo basal (-20 a 0 ms) (Gutierrez et al.,
2006). Para observar la respuesta neuronal evocada, se utilizé un bin con una resolucién
de 1 ms. Sélo las neuronas que mostraron un valor significativo en alguna de las dos
pruebas fueron etiquetadas como pHL"%, De este grupo de neuronas, se identificé a la
subpoblacién neuronal que expresé el ChR2 en su soma (HLY9"*, Figura 11E-1), utilizando
el estadistico CUMSUM. Este grupo presenté un potencial de accién con una latencia
menor a 15 ms posterior al primer pulso del laser (Buonomano, 2003). Ademas, clasificamos
a las neuronas No-GABAérgicas (Figura 11J-M), utilizando una prueba Kruskal-Wallis,

como aquellas que disminuy6 su tasa de disparo significativamente ante la presentacion
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del laser (similar a las neuronas “Inhibitorias” de la Figura 8). Las neuronas que no se

modularon con respecto al periodo basal fueron clasificadas como No moduladas.

8.7.4 Protocolo de lazo abierto con una opcién

El panel frontal de una caja operante (Med Associates Inc. VT, USA), fue equipado con un
bebedero que contenia sacarosa al 10%. Se registraron individualmente los lengilieteos a
través de un medidor que indicaba cada que se emitia un lengueteo en el sipper (Med
Associates Inc. VT, USA). Para este este protocolo, se presentaron bloques alternados de
5 min con fotoestimulacién y 5 min sin fotoestimulacion (Nieh et al., 2016) a lo largo de una
sesion de 40 min (Figura 12). Durante los bloques con fotoestimulacion, el laser fue
encendido sin importar la conducta y la posicién espacial del sujeto. En cada sesion se
present6 una frecuencia por dia: 0, 2.5, 10, 20 y 50 Hz. Se calcul6 el indice de consumo
ligado al laser, medido como el nimero de lengleteos ocurridos durante los 2.5 s a partir

del inicio de la fotoestimulacion, dividido entre el niUmero total de lengiieteos de la sesion.

8.7.5 Protocolo de lazo abierto con tres opciones

Para la Figura 13, un nuevo grupo de sujetos se colocaron en una caja operante equipada
con tres puertos: agua (puerto central), sacarosa al 3% (puerto lateral izquierdo) y sacarosa
al 18% (puerto lateral derecho). Las soluciones de los puertos laterales se
contrabalancearon entre animales. Se utilizd un protocolo de estimulacion de lazo abierto
(bloques alternados de 5 min de fotoestimulacion y 5 min sin fotoestimulacién). La tarea
consto de 4 dias basales (donde no se presento la fotoestimulacion a lo largo de la sesion,

datos no mostrados) y 11 dias de prueba.

26



Durante esta tarea registramos en video dos parametros (Figura 14): 1) La distancia entre
la cabeza del raton y cada uno de los sippers (medido en pixeles, 100 pixeles corresponden
aproximadamente 6 cm). 2) El &ngulo relativo entre la cabeza del raton y cada uno de los
sippers (medida en grados). Un &ngulo de 0° significa que el ratébn esta mirando
directamente hacia el sipper y uno de 180° se encuentra mirando al lado opuesto. Ambas
mediciones se calcularon para cada fotograma del video. Para este analisis, se extrajeron
la posicion de los sippers y tres puntos anatomicos del animal (nariz, cuello y base de la
cola) a través de la paqueteria DeepLabCut para Python (Mathis et al., 2018; Nath et al.,
2019). Definimos la posicién del raton como las coordenadas donde se localizaba su nariz
a lo largo de todo el video; mientras que la direccién de la cabeza, la definimos como un
vector (2D) formado desde el cuello hasta la nariz del animal. La posicion del ratén y la
direccién de su cabeza se extrajeron del primer pulso del laser del tren de estimulacioén, y
se analiz6 la siguiente ventana de 6 s para cuantificar si los ratones emitieron lengueteos
en cualquier de los tres puertos. Posteriormente construimos una matriz bidimensional que
contiene la probabilidad de lenglieteo en cualquiera de los tres sippers dada la distancia y

el angulo del raton durante 6 s a partir del primer pulso del laser.

8.7.6 Protocolo lazo abierto en un campo abierto

Los animales fueron colocados en el centro de una arena circular (50 cm de diametro),
Figuras 15y 16. Tres o dos platos de comida se posicionaron de manera equidistante uno
del otro. Cada uno contenia un pellet de dieta chow, o un pellet de dieta alta en grasas, o
un cubo de sacarosa granulada. Los ratones fueron fotoestimulados utilizando el protocolo
de lazo abierto, previamente descrito. Todas las sesiones fueron grabadas y analizadas con
el software bonsai. Analizamos el centroide del ratén en cada fotograma de la grabacion,

esta informacion fue utilizada para crear un mapa de calor de su posicion dentro de la arena.
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Ademas, medimos la distancia relativa del centroide del sujeto a cada uno de los estimulos.
Indicamos como interaccion entre el sujeto y el estimulo, cuando la distancia entre ambos
fue menor a 60 mm y permanecié al menos 1 s. Al termino e inicio de cada sesion se

pesaron cada uno de los platos de comida.

8.7.7 Protocolo de lazo cerrado con tres opciones

En este protocolo, la fotoestimulacion fue liberada cuando el sujeto introducia la cabeza al
puerto central por 2 s, seguido de un tiempo fuera de 4 s post-fotoestimulaciéon (Figura 17,
se utilizé el mismo grupo de ratones de Figura 13). A lo largo de 11 sesiones (de 40 min
cada una), los animales fueron probados en una caja operante con tres puertos (agua,
puerto central; sacarosa al 3%, puerto lateral izquierdo; sacarosa al 18%, puerto lateral
derecho). El indice de preferencia a sacarosa durante el periodo de estimulacion fue medido
como el niumero de lengleteos al 18% entre la suma de lengilieteos a sacarosa al 18% y

agua. Los valores mayores a 0.5 indican preferencia a sacarosa.

8.7.8 Protocolo de lazo cerrado con diferentes opciones en el puerto central

Se utilizé el mismo grupo de ratones de la tarea anterior, se remplazé el estimulo del puerto
central a lo largo de las sesiones.

Tabla 1. Protocolos de la Figura 20

Estimulo en el puerto central Sesiones
Agua Ultimas 5 sesiones de la
Figura 17
Extincion (Sin fotoestimulacion) 4
Agua 3
Bebedero vacio 3
Agua 3
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Quinina al 0.004%
Soplo de aire
Soplo de aire inevitable

Sacarosa al 18% (el Agua fue colocada en el puerto de
sacarosa al 18%)

FN NGV B SN N

8.7.9 Protocolo de lazo cerrado en un campo abierto

Utilizando el mismo grupo de ratones de la tarea anterior, en una arena circular se colocaron
4 estimulos en platos de comida en posicién equidistante. Cada plato contenia dieta chow,
o pellets de chocolate, o un corcho, o un bebedero con una solucién de sacarosa al 10%
(Figura 19). Durante la sesion, se utilizé un programa realizado en nuestro laboratorio para
registrar la posicion del sujeto en tiempo real. Para recibir la fotoestimulacion (2 s el laser
se mantuvo encendido y 4 s apagado), cada sujeto debia entrar en un area designada que
rodeaba a cada plato de comida. Los ratones debian salir y volver a entrar al area designada
para iniciar una nueva fotoestimulacién (nuevo ensayo). Al termino e inicio de cada sesion

se pesaron cada uno de los platos de comida.

8.7.10 Protocolo lazo cerrado (una sola botella)

Un nuevo grupo de ratones fueron colocados en una caja conductual (18 x 13 x 7.5 cm),
eguipada con un puerto y un bebedero en la pared frontal (Figura 21). En este bebedero,
se colocé quinina al 0.004 % o sacarosa al 18% en ratones saciados y privados de agua
durante 3 y 2 sesiones, respectivamente. Los animales fueron fotoestimulados utilizando
un protocolo de lazo cerrado (la fotoestimulacion fue liberada cuando el sujeto introducia la
cabeza al puerto central por 2 s, seguido de un tiempo fuera de 4 s post-fotoestimulacion).
Los animales privados de agua tuvieron acceso ad libitum por una 1 hora al término de la

sesion.
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8.7.11 Fotoestimulacion durante una prueba de acceso breve

Para evaluar si la activacion de las neuronas GABAérgicas mejoran las respuestas
oromotoras relacionadas a la palatabilidad, utilizamos una prueba de acceso breve con un
nuevo grupo de ratones ingenuos durante 31 sesiones (Figure 22). Las condiciones
experimentales fueron las mismas descritas anteriormente (Figura 9), y como estimulos
gustativos entregamos agua, sacarosa al 3 y 18% (en orden semi-aleatorio). La secuencia
de cada ensayo fue el siguiente: El sujeto debe insertar la cabeza en el puerto para
encender el laser, posteriormente, debe dar un lenglieteo en seco para iniciar el periodo de
recompensa (7 s). Durante este periodo, cada gota fue liberada en cada lengleteo
(lenglieteos recompensados). Una vez terminado el periodo de recompensa, el sipper se
retrajo durante 3 s (intervalo entre ensayos; IEE). Al finalizar el IEE, el sipper vuelve a
extenderse para iniciar un siguiente ensayo. La duracion del laser se modificé entre
sesiones por 2 s 0 7 s (abarcando casi todo el periodo de recompensa). Esta Ultima
modificacion se realiz6 con la finalidad de probar si el lenglieteo evocado por la activacion
del laser puede mantenerse durante todo el periodo de recompensa. La fotoestimulaciéon se
liberé durante todos los ensayos de la prueba o asociada a s6lo un tipo de ensayo. Al final
de la sesion, los animales tuvieron acceso libre a agua durante 1 hora. Los protocolos

utilizados se describen en la siguiente tabla:

Tabla 2. Protocolos de la prueba de acceso breve con fotoestimulacion

Laser encendido Tiempo encedido # Sesiones
Todos los ensayos 2s 6
Ensayos de agua 2s 3
Ensayos de sacarosa al 3% 2s 3
Ensayos de sacarosa al 18% 2s 3
Todos los ensayos 7s 4
Ensayos de agua 7s 3
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Ensayos de sacarosa al 3% 7s 3
Ensayos de sacarosa al 18% 7s 3

Laser falso (ensayos de sacarosa al 3%) * 7s 3

*Para el laser falso, los ratones fueron conectados a una fibra falsa (no estaba conectada
al laser), y se pegé a la fibra dptica real. La fibra éptica real se colocd por encima de la
cabeza del raton para emitir una luz azul.
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9. RESULTADOS

9.1 Parametros de fotoestimulacion

Primero determinamos los pardmetros ideales de estimulacién optogenética para activar a
las neuronas GABAérgicas del HL. Para ello, implantamos un optrodo en ratones ingenuos
que expresan constitutivamente el ChR2 (fusionado con gen reportero EYFP) en las
neuronas GABAEérgicas que expresan el gen del VGAT (Zhao et al., 2011) (Figura 8A-B).
Encontramos que el laser a una frecuencia a 50 Hz induce la respuesta neuronal mas fuerte

(Figura 8D-F). Al menos que se mencione, utilizamos esta frecuencia para los siguientes

experimentos.

A B Escaneo de
frecuencias

GFP + DAPI GAD 67 + DAPI COLOCALIZACION

25,5, 10, 20, 50 H
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4s 2s
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H10 28 n§ 100 M Activada
Q 10 Hz 80 M inhibida
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N ©
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& g 40
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Figura 8. La fotoestimulacién a 50 Hz promueve la respuesta neuronal mas robusta. A. Imagen
representativa de la ubicacion del optrodo en el HL de un raton VGAT-ChR2. B. Imagenes
representativa de una inmunotincién contra GFP (verde), GADG67 (rojo) y DAPI (azul) en el HL. Las
flechas indica el empalme entre el ChR2-EYFP y la GAD67. C. Esquema del registro
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electrofisiologico y la activacion optogenética. Los ensayos control (sin laser) y con fotoestimulacion
a 2.5, 5, 10, 20 y 50 Hz se liberaron semi-aleatoriamente. D. Graficas tipo raster de dos neuronas
registradas en el HL durante la presentacion del laser. La primera neurona presenta una respuesta
de activacién (panel izquierdo), y la segunda inhibitoria. Cada marca negra representa un potencial
de accion y las marcas azules son los pulsos del laser. Debajo de cada grafica tipo raster se muestra
su PSTH de la tasa de disparo (Espigas/s; Esp/s). Los gradientes en color rojo y azul indican la
frecuencia de estimulacion (ver en E la barra de color). El trazo negro representa la actividad durante
los ensayos control. Las lineas verticales negras indican el inicio del periodo de fotoestimulacion
(Tiempo =0s) y su término (Tiempo = 2 s). E. Respuesta poblacional del HL en ratones VGAT-ChR2
(n=5). Actividad neuronal normalizada, el gradiente de colores rojo y azul ilustran las neuronas
activadas e inhibidas que se activaron significativamente en comparacion con el periodo basal (-1 a
0 s). La linea negra ilustra los ensayos control de todas las neuronas registradas (n=186). F. El
porcentaje de neuronas es reclutado en funcién de la frecuencia presentada.

9.2 Las neuronas del Hipotdlamo Lateral codifican las respuestas oromotoras de
palatabilidad a sacarosa.

Experimentos con registros electrofisioldgicos en ratas sugieren que las neuronas del HL
procesan la informacion relacionada a la palatabilidad (Norgren, 1970; Schwartzbaum,
1988; Yamamoto et al., 1989; Li et al., 2013). Basado en estos resultados, nos preguntamos
si las neuronas del HL podrian proveer informacion sobre la palatabilidad de la sacarosa.
Para ello, registramos la actividad neuronal en ratones VGAT-ChR2 privados de agua
mientras ejecutaban una prueba de acceso breve, donde se entregaron como estimulos
gustativos: saliva artificial, agua, sacarosa al 3 y 18 % (Figura 9A). De un total de 284
neuronas identificamos aquellas que codificaron la palatabilidad de la sacarosa mediante
un analisis llamado “mejor ventana” (Villavicencio et al., 2018). Este analisis nos permitio
detectar el intervalo 6ptimo (sombra café, Figura 9B), donde la tasa de disparo neuronal
mostré la mayor correlacion con el indice de palatabilidad (IP). El IP indica el promedio de
la tasa de lengleteos (o el tamafio de la rafaga de lengleteos) durante el periodo de
recompensa de cada uno de los estimulos gustativos entregados en cada sesion (Figura
9C, ANOVA de 1 via, F @, 108y = 10.35, p < 0.0001). La Figura 9B ilustra dos ejemplos de
neuronas representativas con informaciéon relacionada a la palatabilidad: La primera

incrementa su actividad en funcién del aumento de la concentraciéon de sacarosa y muestra
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una correlacion positiva entre el IP y tasa de disparo (r = 0.87, sombra café; Figura 9B,
panel izquierdo), este tipo de neuronas se clasific6 como positiva a la palatabilidad. Y la
segunda neurona, disminuye negativamente su actividad asociada a la respuesta
oromotora evocada por la sacarosa y muestra una correlacion negativa entre el IP y su
actividad neuronal (r = -0.64, sombra café; Figura 9B, panel derecho), a este grupo se le
llamé neuronas con palatabilidad negativa a la sacarosa. La Figura 9D muestra el promedio
de la actividad normalizada tanto de las neuronas que mostraron una correlacion positiva
(59/284 neuronas, 21%) como de las negativas (76/284, 27%) con el IP. Ademas,
encontramos resultados cuantitativamente similares al utilizar el tamafio de la rafaga de
lenglieteos para calcular el IP (Figura 9E-F; ANOVA de 1 via F (3, 108y = 2.926, p < 0.05).
Estos datos confirman que las neuronas del HL exhiben respuestas relacionadas a la
palatabilidad, y su actividad se correlaciona positiva 0 negativamente con el IP de las

soluciones de sacarosa.
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Figura 9. Las neuronas del HL procesan la informacion relacionada a la palatabilidad de la
sacarosa A. Esquema de la prueba de acceso breve. La tarea se realizé en una caja conductual
equipada con un sipper retractil controlada por una interfaz. Cada lengieteo liberé una gota de saliva
artificial (AS), agua, sacarosa al 3 0 18%. El inici6 del ensayo comienza con la insercion de la cabeza
del ratén en el puerto (linea gris punteada). Posteriormente, el ratdn debe emitir un lenglieteo en
seco (linea negra) para iniciar el periodo de recompensa. Durante este periodo, cada lengleteo
(lineas rojas) libera una gota de uno de los cuatros estimulos gustativos en orden semi-aleatorio. Al
término del periodo de recompensa, el sipper se retrae por un IEE de 3 s. Al finalizar este tiempo, el
sipper vuelve posicionarse para iniciar un nuevo ensayo. B. Graficas tipo raster de dos neuronas del
HL registradas durante la prueba de acceso breve. Cada marca negra representa una espiga, y los
lengiieteos estan marcados de acuerdo con el codigo de color de cada estimulo gustativo (verde,
SA; azul, agua; anaranjado, sacarosa al 3%; rojo, sacarosa al 18%). El rectangulo gris indica el
Periodo de Recompensa (0 a 7 s). Debajo de cada grafica tipo raster, se muestra los PSTH para la
tasa de lengieteo (lengilieteos/s) y la tasa de disparo (Esp/s) de cada tipo de ensayo. Cada gréafica
esta alineada al primer lengleteo recompensado (Tiempo = 0 s). La sombra café ilustra la “mejor
ventana” encontrada, es decir, el periodo de maxima correlacién entre la tasa de disparo y el indice
de palatabilidad (IP). C. Promedio de la tasa de lengleteo durante el periodo de recompensa. Se
observa una mayor palatabilidad de acuerdo con el incremento de la concentracién de sacarosa. D.
Actividad neuronal normalizada (relativo a los ensayos de SA) de las neuronas del HL que mostraron
una correlacioén positiva o negativa ante el IP (circulos rojos). E. Promedio del tamafio de la rafaga
de lengueteos durante el periodo de recompensa. F. Actividad neuronal normalizada (relativo a los
ensayos de SA), utilizando como IP al tamafio de la rafaga de lengiieteos.

9.3 Rastreo dinamico de las neuronas del HL relacionadas a palatabilidad, a lo largo
de la sesiéon de la prueba de acceso breve

Exploramos si las neuronas relacionadas a la palatabilidad (Figura 9D) pueden ajustar
dinAmicamente su respuesta a lo largo de la sesion cuando el animal comienza a acercarse
al estado de saciedad. Para ello, calculamos la tasa de lengleteo y la tasa de disparo
durante el periodo de recompensa, y graficamos ambas tasas a lo largo de la sesién en
blogues de percentil 10 de los ensayos (de esta forma garantizamos que cada bloque tenga
el mismo numero de ensayos). Encontramos, que la tasa de lengiieteos disminuyé a lo largo
de la sesién dependiendo de la palatabilidad (Figura 10A; ANOVA MR, efecto de estimulos
F 3 402) = 163.7, p < 0.0001, efecto de tiempo F (9 1206 = 100.4, p < 0.0001, y la interaccion
entre el efecto de estimulos y tiempo F (27, 3618y = 16.54, p < 0.0001). Al inicio de la sesion,
los sujetos muestran una mayor tasa de lengleteos por los cuatro estimulos presentados,
pero a medida que la sesion avanza, la tasa de lengiieteo decrece para los estimulos de
SA y agua, pero no para la concentracion mas alta de sacarosa (18%). Asimismo, las

neuronas relacionadas a la palatabilidad (tanto las que incrementan o disminuyen su tasa
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de disparo) ajustan su actividad a lo largo de la sesion, reflejando el proceso de palatabilidad
(Figura 10B). Estos datos sugieren, que a medida que los animales se acercan al estado
de saciedad, estas neuronas rapidamente rastrean la diminucién de la tasa de lengleteo
de los estimulos de SA y agua, sin embargo; esto no sucede de la misma manera para las
concentraciones de sacarosa. Resultados similares se han encontrado en las neuronas que
codifican palatabilidad del NAc shell (Villavicencio et al., 2018), y se ha sugerido que este

tipo de neuronas esta codificando la palatabilidad y no un estado interno del animal.
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Figura 10. Las neuronas relacionadas a palatabilidad del HL rastrean los cambios en la tasa
de lenglieteo promovidos por la palatabilidad de la sacarosa a lo largo de la sesién. A. PSTH
poblacional de la tasa de lengtieteo durante el periodo de recompensa. El cédigo de color indica los
estimulos gustativos liberados en los ensayos (tipo de ensayo). La grafica esta dividida en percentiles
10 de cada tipo de ensayo. B. PSTH poblacional de la tasa de disparo durante el periodo de
recompensa de las neuronas relacionadas a la palatabilidad a lo largo de la sesidn, por tipo de
ensayo. Panel izquierdo, muestra las neuronas que respondieron mas sacarosa (neuronas con
correlacién positiva a la palatabilidad; Figura 9D-cuadrados amarillos), mientras que el panel
derecho, ilustra las neuronas que disminuy6 su tasa de disparo en funcién de la concentracion de la
sacarosa (neuronas con correlacion negativa a la palatabilidad; Figura 9D-cuadrados morados).

9.4 Una subpoblacién de neuronas HLV9®" identificadas optogenéticamente codifican
la palatabilidad de la sacarosa

Para identificar las neuronas GABAérgicas del HL que contienen el ChR2 (HLV%%),
fotoestimulamos a los ratones VGAT-ChR2 al término de la prueba de acceso breve. La
Figura 11A muestra la activad neuronal normalizada de las neuronas activadas por el laser
(48%; 137/284), a las cuales llamamos neuronas putativas GABAérgicas del HL (pHL"%").

Este grupo incluye a las neuronas que contienen el ChR2 en los somas (monosinapticas),
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y neuronas polisinapticas, que posiblemente se modularon por la activacién de fibras
aferentes provenientes de otras regiones cerebrales (Nieh et al., 2015). Posteriormente,
evaluamos si las neuronas pHLY9 correlacionaban con la palatabilidad de la sacarosa.
Encontramos que el 50% (69/137) de las neuronas pHLY% exhiben respuestas significativas
relacionadas a la palatabilidad. Especificamente, el 34% correlaciona positivamente (46 de
137), mientras que el 17% (23 de 137) tiene una correlacion negativa con la palatabilidad
(Figura 11B, Neuronas Positivas vs. Negativas, prueba chi-cuadrada (1, 274y = 10.25, p <
0.01). La Figura 11C muestra la actividad poblacional de las neuronas pHLY® que
mostraron una correlacion positiva o negativa con el IP. Ademas, encontramos que el 78%
(46/59) de las pHLY9® pertenece al grupo de neuronas relacionadas positivamente con la
palatabilidad (Figura 11D) previamente descritas (ver Figura 9D). Por el contrario, solo el
30% (23/76) de las neuronas pHL"% pertenece al grupo que se correlacioné negativamente
con la palatabilidad (Figura 11D, Neuronas Positivas vs. Negativas, prueba chi-cuadrada ,
135) = 30.25, p < 0.0001). Por lo tanto, las pHL"% codifican positivamente la sacarosa. Para
diferenciar a las neuronas que expresan el ChR2 en los somas (HLV%") del resto de la
poblaciéon de las neuronas pHL"%, identificamos aquellas neuronas que evocaron un
potencial de accion con una latencia temprana (< 15 ms) ante la presentacion de un breve
pulso del laser. Esté analisis refleja que nuestro modelo contiene neuronas que expresan
el ChR2 en los somas y no en las proyecciones (Buonomano, 2003). De la poblacion
pHL"%, un total de 52% (71 de 137) muestran una respuesta temprana a la estimulacion
del laser (Figura 11E-F); estas neuronas conformaron el grupo de las neuronas HLV%*,
Encontramos que el 31% de las neuronas HL'9¥* correlaciona positivamente con la
palatabilidad de la sacarosa (22 de 71), y un 24% correlacionaron negativamente (17 de
71) (Figura 11G, Neuronas Positivas vs. Negativas, prueba chi-cuadrada (1,142) = 0.88, p =
0.34). La Figura 11H muestra la actividad de este grupo, neuronas que correlacionaron
positiva o0 negativamente con el IP. Una vez mas, comparamos la proporcién de las HLV9a*
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que pertenece al grupo de las neuronas relacionadas a la palatabilidad. El 37% (22 de 59)
pertenece al subgrupo que correlacion6 positivamente con IP, mientras sélo el 22% (17 de
76) correlacioné negativamente (Figura 111, Neuronas Positivas vs. Negativas, prueba chi-
cuadrada (1, 135y = 3.59, p = 0.057). En conjunto, estos datos sugieren que las neuronas
HLY92* tienden a codificar la palatabilidad de la sacarosa de manera positiva. Estos datos
coinciden con la idea de que las neuronas HLV%"* contienen subpoblaciones con diferentes
respuestas funcionales, al menos un conjunto responde a conductas apetitivas y otro a

conductas consumatorias (Jennings et al., 2015).

9.5 Las neuronas no-GABAérgicas del HL codifican negativamente la palatabilidad de
la sacarosa.

Por otro lado, encontramos un 25% de neuronas del HL que mostraron una inhibicién
durante el periodo de fotoestimulacién (70 de 284; Figura 11J), a este grupo lo llamamos
neuronas no-GABAérgicas. Distinto a las neuronas HLV%"*, sélo un 7% (5 de 70) de estas
neuronas mostraron una correlacion positiva al IP, mientras la mayor parte de ellas (36%,
25 de 70) exhibieron una correlacién negativa a la palatabilidad de la sacarosa (Figura 11K,
Neuronas Positivas vs. Negativas, prueba chi-cuadrada ¢, 140) = 16.97, p < 0.0001). Estos
resultados indican que las neuronas no-GABAérgicas (posiblemente neuronas
glutamatérgicas que expresan el receptor Vglut2) codifican negativamente la palatabilidad
de la sacarosa (Figura 11M, Neuronas Positivas vs. Negativas, prueba chi-cuadrada (i, 13s)

= 11.46, p < 0.001).
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Figura 11. Una subpoblacién de las neuronas HLV93"* codifican la palatabilidad de la sacarosa.
A. Para confirmar la identificacién de las HLV9a*, después de la prueba de acceso breve y en la
misma caja conductual (sin el sipper), fotoestimulamos el mismo grupo de ratones transgénicos
VGAT-ChR2 El laser se mantuvo encendido durante 2 s (a 50 Hz) y apagado por 10 s a lo largo de
la sesion (15 min), panel superior. Debajo, se muestra la actividad poblacional normalizada de las
neuronas pHLY9a que se activaron durante la presentacion del laser, relativo al periodo basal (-1 a 0
s). Las respuestas estan alineadas al inicio del laser (Tiempo = 0 s). B. Porcentaje de neuronas cuya
actividad (en la prueba de acceso breve) se correlacioné positiva o negativamente con el IP, y que
fueron activadas por el laser (neuronas pHLY9a, n= 137; 10A). Prueba chi-cuadrada, * p < 0.01. C.
Actividad poblacional normalizada (relativo a la SA) de las heuronas mostradas en B. D. Porcentaje
de neuronas activadas por el laser (pHLY92) que muestran correlacion positiva o negativa al IP.
Prueba chi-cuadrada, * p < 0.0001. E. PSTH de las neuronas identificadas optogenéticamente. Estas
neuronas (HLV9a*) evocan potenciales de accién tempranos (< 15 ms) ante el primer pulso del laser.
F. Histograma de las neuronas HLV92"*, se observan latencias menores a los 15 ms (linea punteada).
G-I. Neuronas HLV92* que codifican la palatabilidad de la sacarosa. Las graficas muestran las mismas
convenciones que las figuras B-D. J-N. Las neuronas no-GABAérgicas codifican negativamente la
palatabilidad de la sacarosa. J. Los trazos azul y negro ilustran las neuronas que se inhibieron
(neuronas no-GABAérgicas) y las que no fueron moduladas con el laser, respectivamente. Mismas
convenciones que en A. K-M. Las gréficas muestran las mismas convenciones que las figuras B-D.
Prueba chi-cuadrada, * p < 0.001.
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9.6 La activacion de las neuronas HLY9®" promueven el consumo de la sacarosa

Para establecer los pardmetros necesarios de fotoestimulacion que inducen el consumo de
sacarosa utilizamos un protocolo de lazo abierto. Encendimos y apagamos el laser en
bloques de 5 minutos a lo largo de la sesion, mientras los ratones saciados tuvieron acceso
ad libitum a un bebedero con sacarosa al 10% (Figura 12A), y presentamos una frecuencia
diferente por sesion (0, 2.5, 5, 10, 20 y 50 Hz). Encontramos un incremento en el consumo
en funcion de la frecuencia del laser (Figura 12B, ANOVA de 2 vias, interaccion entre el
efecto frecuencia y bloques de estimulacion F s, 96) = 2.268, p < 0.01), y la prueba de post-
hoc mostr6 que en los primeros tres bloques de estimulacion a 50 Hz (Figura 12B, Bloques
2, 4 y 6), los ratones VGAT-ChR2 incrementan su consumo significativamente en
comparacion con los bloques sin estimulacion optogenética. (Figura 12B, Bloques 1, 3y 5).
La Figura 12C muestra una grafica tipo raster donde se ilustra la conducta alimenticia de
un ratén transgénico que fue fotoestimulado a 50 Hz. El inicio de la ingesta durante los
bloques de estimulacién tuvo una latencia de 0.72 s + 0.03 s y se detuvo segundos después
del término de la estimulacién (0.27 s + 0.01 s; Figura 12C, rectangulos azules). Ademas,
observamos un incremento en el indice del consumo ligado al laser (esto es, nimero de
lenglieteos en una ventana de tiempo de 2.5 s, desde el inicio del laser, dividido por el
namero total de lengilieteos en la sesién), en el grupo de ratones VGAT-ChR2 en
comparacion con el grupo WT, que es directamente proporcional al aumento de la
frecuencia del laser (Figura 12D, ANOVA de 2 vias, interaccion del grupo y la frecuencia de
estimulacion; F (s, 36y = 12.86, p < 0.0001). Nuestros datos indican que 50 Hz es la mejor

frecuencia de fotoestimulacion para evocar respuestas neuronales y la ingesta de sacarosa.
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Figura 12. La fotoestimulacién a 50 Hz induce el mayor consumo en ratones saciados VGAT-
ChR2. A. Esquema conductual del protocolo de lazo abierto. La caja conductual fue equipada con
un bebedero en el puerto central que contenia una solucién de sacarosa al 10%. Los sujetos tuvieron
acceso libre durante toda la sesion. El protocolo de fotoestimulacion de lazo abierto comprende
blogues alternados de 5 min (apagado/encendido) a lo largo de la sesion (40 min). Se present6 una
frecuencia de fotoestimulacion por dia, en orden ascendente (0, 2.5, 5, 10, 20 y 50 Hz). B. La
activaciéon de las neuronas HLV9a* induce el consumo de sacarosa (10%) de manera frecuencia-
dependiente. * Muestra la diferencia significativa (p < 0.001) entre los bloques con fotoestimulacion
y los blogues donde el laser se mantuvo apagado en la sesion de 50 Hz. C. Gréfica tipo raster durante
el protocolo de lazo abierto de un raton VGAT-ChR2, utilizando 50 Hz. Cada marca roja indica un
lenglieteo ocurrido de -1 hasta 4 s a partir del encendido del laser. Bloques de fotoestimulacion
marcados por rectangulos azules. El indice de consumo ligado al laser (rectangulos punteados
azules), se refiere a los lenglieteos ocurridos durante los 2.5 s a partir del inicio de la fotoestimulacion,
dividido entre el nUmero total de lengiieteos. D. El indice de consumo ligado al laser del grupo VGAT-
ChR2 incrementa en funcién de la frecuencia del laser. * p < 0.01, los asteriscos muestran la
diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el grupo control (WT), se utilizé una
ANOVA de 2 vias, seguida de una prueba post hoc Holm Sidak.
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9.7 La activacion de las neuronas HLY9* en el protocolo de lazo abierto induce la
ingesta por la concentracion mas alta de sacarosa disponible

Para probar si la activacion de las neuronas HLY9" promueve el consumo por el estimulo
méas palatable disponible, utilizamos ratones ingenuos y saciados que fueron
fotoestimulados durante un protocolo de lazo abierto. Los sujetos fueron colocados en una
caja conductual que contenia tres puertos en la pared frontal, a cada puerto se le colocé un
bebedero. En el puerto central se colocd agua, y en los puertos laterales sacarosa al 3 o
18% (Figura 13A). Esta tarea tuvo una duracion de 4 dias basales, donde no se fotoestimul6
(datos no mostrados) y 11 dias con fotoestimulacién (Figura 13A). Observamos que ambos
grupos de ratones prefieren consumir sacarosa al 18% en comparacién con agua Yy
sacarosa al 3% (Figura, 13B; ANOVA de 2 vias, grupo WT: efecto de estimulos gustativos,
F (2 1560) = 543.3, p < 0.0001; VGAT-ChR2: efecto de estimulos gustativos, F (2, 3144y = 983,
p <0.0001). Sin embargo, los ratones VGAT-ChR2 incrementaron su consumo de sacarosa
al 18% durante los bloques con fotoestimulacién comparado con los bloques donde el laser
permanecié apagado (Figura 13B, panel derecho; ANOVA de 2 vias, interaccion del grupo
y los bloques, F (14, 3144y = 61.32, p < 0.0001), y rara vez lengletearon en ausencia de la
estimulacion optogenética (Figura 13C). Al comparar el consumo total de sacarosa al 18%
en ambos grupos no observamos diferencias significativas (Figura 13C, cuadrados negros,
Prueba t-Student no pareada, t (195 = 1.512, p = 0.1320), esto indica que los ratones
transgénicos VGAT-ChR2 distribuyen su consumo durante los bloques de estimulacién.
Ademas, al analizar el consumo de sacarosa al 18% de ratones VGAT-ChR2 a lo largo de
los dias, encontramos que desde el primer dia de la tarea un incremento el consumo en
comparacion a los bloques sin estimulacion, y este aumento crecio a lo largo de los dias
(Figura 13D, ANOVA MR, efecto de bloques F (1, 22) = 64.64, p < 0.0001, efecto de los dias
F (10,2200 = 2.169, p < 0.05). Estos resultados indican que la activacion de estas neuronas no
induce un estado de hambre per ser, sino un proceso de aprendizaje que potencia el
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consumo del estimulo mas palatable disponible, y que se limita al periodo de

fotoestimulacion.
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Figura 13. La activacion de las neuronas HLY9%"* en el protocolo de lazo abierto genera un
sesgo hacia el estimulo gustativo mas palatable disponible sin promover sobreconsumo. A.
Protocolo conductual. Ratones saciados, WT y VGAT-ChR2, fueron colocados en una caja
conductual equipada con tres puertos. El puerto izquierdo contenia el bebedero con sacarosa al 18%,
el puerto central con agua, y el puerto derecho con sacarosa al 3%. A lo largo de la sesion se
presentaron bloques alternados de 5 min donde el laser permanecié encendido o apagado. En los
blogues de fotoestimulacion, el laser tuvo un ciclo se 2 s encendido y 4 s apagado. B. Numero de
lengiieteos de cada estimulo para el grupo de ratones WT (panel izquierdo) y VGAT- ChR2 (panel
derecho). C. Numero total de lengleteos para sacarosa al 18%. D. Numero de lenglieteos por el
grupo VGAT-ChR2 para sacarosa al 18% durante los bloques con fotoestimulacion y sin ella, a lo
largo de los 11 dia que durd la tarea. * p < 0.0001, los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas entre los bloques con o sin fotoestimulacion. # p < 0.0001, diferencias
estadisticamente significativas entre sacarosa al 18% y los otros estimulos presentados. * p < 0.01
indica los bloques donde el grupo VGAT-ChR2 consumié mas sacarosa al 3% en comparacioén con
el grupo WT. 1 p < 0.01 mayor consumo de agua por grupo VGAT-ChR2 en comparacion con el
grupo WT. Se utilizaron las pruebas ANOVA de 2 vias y ANOVA MD seguida de la prueba post hoc
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Holm Sidak.

También encontramos que durante los bloques de fotoestimulacion (2, 4 y 6) increment6
significativamente el consumo de agua y sacarosa al 3% en el grupo de VGAT-ChR2 en
comparacion con el grupo WT (Figura 13B, * p < 0.05 para sacarosa al 3%; 1 p < 0.05 para
agua). Hipotetizamos que este consumo observado durante la activacion de las neuronas
HLY92* podria ser explicado porque la fotoestimulacion se liberé cerca de estos estimulos.
Para estudiar este fenébmeno, realizamos un analisis videografico de todas las sesiones.
Evaluamos la influencia de la distancia y el &ngulo relativo entre la cabeza del ratén a cada
uno de los sippers (ver la seccion de Métodos), Figura 14A. Encontramos que cuando la
fotoestimulacion ocurrié en una distancia relativa menor a 50 pixeles (aproximadamente 3
cm) de los puertos de agua o sacarosa al 3%, la probabilidad de lengiieteo incrementé
(Figura 14B; Sacarosa al 3%: ANOVA de 1 via F (9,155) = 29.33, p < 0.0001; Agua: ANOVA
de 1 via F (9153 = 12.74, p < 0.0001). Sin embargo, la medicion del angulo no aportd
informacion (Figura 14C-D; Sacarosa al 3%: ANOVA de 1 via F (17147y = 0.71, p = 0.78;
Agua: ANOVA de 1 via F 7,145 = 0.96, p = 0.49; Sacarosa al 18%: ANOVA de 1 via F (17,153
= 0.49, p = 0.95). Al analizar la sacarosa al 18%, observamos que cuando los sujetos se
encuentran a una distancia mayor (6 cm) en comparacion con los otros estimulos, la
activacion de estas neuronas incrementa significativamente la probabilidad de lenglieteo
(Figura 14B panel derecho; ANOVA de 1 via F (9,161 = 82.87, p < 0.0001). Estos datos son
consistentes con estudios previos que demostraron que la activacion de las neuronas
HLY92* promueve la exploracion del estimulo mas cercano (Nieh et al., 2016), y aporta que
la atraccion por la ingesta del estimulo mas palatable puede tener una mayor distancia que

los otros estimulos menos apetecibles.
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Figura 14. La probabilidad de lengiieteo incrementa en funcién de la distancia. A. Esquema
conductual del analisis videografico (ver seccion de Métodos). Registramos como coordenadas la
posicion de la nariz del ratén en el primer pulso de laser de cada tren de estimulacion, y medimos la
distancia y el angulo formado entre la cabeza del ratén y cada uno de los sippers. Calculamos la
probabilidad de lenglieteo durante la fotoestimulacién (desde el inicio del laser y 6 segundos
después) dado estas coordenadas. Normalizamos dividiendo el nimero de veces que se evocé un
lenglieteo entre el nimero de veces que el sujeto fue fotoestimulado en esas coordenadas. B.
Probabilidad de lenglieteo evocada cada que se encendi6 el laser, en funcién de la distancia relativa
entre el raton y cada uno de los sipper. C. Gréficas polares, indican la probabilidad de lengileteo
durante la fotoestimulacion dada la distancia relativa y el &ngulo formado entre la cabeza del ratén y
cado uno de los sippers. Los dibujos de las cabezas de ratdn ilustran la posicion del sujeto para la
obtencion del angulo. Si su cabeza esta dirigida hacia el sipper, el angulo es de 0°, si se encuentra
en posicion perpendicular al puerto (90°), o si su cabeza esta dirigida en direccidn opuesta al puerto
(180°). D. Probabilidad de lengiieteo evocada cada que se encendio el laser dado el angulo formado
entre la direccion de la cabeza del ratén y el sipper. * indican las distancias relativas que alcanzaron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.01) en comparacion al resto de distancias
observadas. Se utilizé6 una ANOVA de 1 via seguida de la prueba post hoc Holm Sidak.
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9.8 La activacion de las neuronas HLY9%* en el protocolo de lazo abierto incrementa
el tiempo de permanenciay promueve el consumo del estimulo sélido mas palatable
También exploramos si la activacién de las neuronas GABAérgicas del HL inducen el
consumo por el estimulo solido mas palatable y disponible. Para ello, colocamos a los
sujetos en una arena circular, que contenia tres estimulos sélidos en posicidén equidistante.
Como estimulos gustativos, presentamos un pellet de dieta chow, un cubo de sacarosa
granulada y un pellet de dieta alta grasas (DAG), y fotoestimulamos utilizando el protocolo
de lazo abierto (Figura 15A). Encontramos que la activacién optogenética de las neuronas
HLY92" incrementa el tiempo de permanencia alrededor del estimulo mas palatable en
comparacion con el grupo WT, e incrementa el consumo por la DAG en comparacién con
la sacarosa granulada y la dieta chow (Figura 15B-C; Tiempo de permanencia: ANOVA de
1 via, F (5, 306) = 38.52, p < 0.0001; Consumo: ANOVA de 1 via, F (s, 282) = 68.76, p < 0.0001).
Posteriormente, decidimos comparar entre la sacarosa granulada y la dieta chow (Figura
16A). Observamos que la activacién de estas neuronas incrementa el consumo de la
sacarosa granulada y el tiempo de permanencia en comparacion con la dieta chow (Figura
16B-C; Tiempo de permanencia: ANOVA de 1 via, F 3, 96 = 16.13, p < 0.0001; Consumo:
ANOVA de 1 via, F (3,92 = 13.65, p <0.0001). Estos experimentos sugieren que la activaciéon
de las neuronas GABAérgicas utilizando el protocolo de lazo abierto promueve el consumo

y la exploracién por el estimulo solido mas palatable disponible.
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Figura 15. La activacion de las neuronas HLY9" incrementa el tiempo de permanencia y el
consumo de unadieta alta en grasas. A. Esquema conductual. En una arena circular, que contenia
tres platos en posicion equidistante se colocé en cada uno de ellos un pellet de dieta chow (verde),
un pellet de DAG (amarillo), y un cubo de sacarosa granulada (azul). Similar a los experimentos
anteriores, se siguié un protocolo de fotoestimulacion de lazo abierto, alternando el encendido y
apagado del laser en bloques de 5 min, a lo largo de una sesién de 20 min. B. Mapas de calor,
ilustran el promedio del tiempo de permanencia en la arena conductual para ambos grupos de
ratones. Para crear cada mapa de calor, identificamos el centroide del ratén en cada fotograma del
video. La barra de color indica el nimero de fotogramas en el que sujeto fue detectado dado un pixel;
valores mayores refieren que el raton permanecié mas tiempo en esa ubicacion de la arena. Debajo,
se muestra graficas de barras del tiempo de permanencia (s). Calculamos la distancia relativa entre
el centroide del ratén y el centro de cada uno de los platos comida. Se consideraron los valores s6lo
cuando que el sujeto se encontraba en una distancia menor a 60 mm al plato de comida y permanecia
al menos 1 s. C. Consumo de pellet de dieta chow, DAG, sacarosa granulada. Los puntos y los
circulos representan los valores de cada individuo. * denota las diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.0001) relativas al grupo WT. # p < 0.0001.

48



A Lazo abierto

2son, 4 s off

Chow

5 min 5 min 5 min 5 min
OFF ON OFF ON

Bloques
B WT (n=7) VGAT-ChR2 (n=9)
Laser OFF Laser ON Laser OFF Laser ON 5 (:D!
3
163 3
128 §
08 3 §
Chow Sacarosa 0.4 \% 2
3
0 Q.
©
200 *it
. I Chow e
v
= 160 I sacarosa Z
Q .
Gc> v
E 120 . . ,
g . ;
@ [ . v v
o
o
o
£
o
|_
Laser OFF Laser ON Laser OFF Laser ON
C
0.08
*#
"
0.06
G
o
£
a 0.04 v
c v
)
O
0.02
L ]
L] v
o —t—

Figura 16. La activacion de las neuronas HLV9®* incrementa el tiempo de permanencia al
estimulo so6lido més palatable. A. Esquema conductual. En una arena circular, se colocaron dos
platos de comida que contenian un pellet de dieta chow (verde) y un cubo de sacarosa granulada
(azul). Se realizé el mismo protocolo de estimulacién que en la Figura 15A. B. Mapas de calor y
gréficas de barras del tiempo de permanencia. Mismas convenciones que en la Figura 15B. C.
Consumo del pellet de dieta chow y la sacarosa granulada. Los puntos y los circulos representan los
valores de cada individuo. * denota las diferencias estadisticamente significativas (p < 0.0001)
relativas al grupo WT. # p < 0.0001 diferencias significativas entre la DAG y los otros estimulos
presentados. Se utilizé una ANOVA de 1 via seguida de la prueba post hoc Holm Sidak.
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9.9 El protocolo de fotoestimulacion de lazo cerrado en las neuronas HLY9*
promueve el consumo por el estimulo més cercano

Nos preguntamos si la activacion de las neuronas HLY9" inducen la preferencia por el
estimulo mas préximo (pero el menos palatable) sobre el estimulo mas lejano con mayor
valor hedonico. Para ello, empleamos los ratones de la Figura 13 y los colocamos en la
misma caja conductual, con la misma configuracion experimental. Activamos a las neuronas
HLY92* mediante un protocolo de lazo cerrado, el laser se encendié cada que el sujeto
introducia su cabeza en el puerto central (agua), durante 2 s y con un tiempo fuera de 4 s.
Este protocolo garantiza, que la fotoestimulacién solo ocurriera cercana del estimulo menos
palatable (agua) (Figura 17A, panel derecho). Encontramos que la activacion de las
neuronas HLY9" es recompensante, el grupo de ratones transgénicos VGAT-ChR2 visita
mas veces el puerto central en comparaciéon con el grupo control (Figura 17B, Prueba t-
Student no pareada, t 106) =12, p < 0.0001). Sorpresivamente, el nimero total de lengleteos
muestra que el grupo de ratones VGAT-ChR2 consume mas agua en comparacion con el
grupo control (Figura 17C, ANOVA de 2 vias interaccién del grupo y estimulos gustativos,
F 2,585 = 13.09, p < 0.0001, post hoc test en agua, p < 0.0001). Mientras, el consumo por
sacarosa al 18% no muestra diferencias significativas entre grupos y para ambos protocolos
de estimulacién (Figura 17C, ANOVA de 2 vias, interaccion del grupo y el protocolo de
estimulacion, F g, 301 = 2.172, p = 0.1414). Sin embargo, al medir el nimero de lengleteos
evocados durante el periodo de fotoestimulacion (2.5 s a partir del encendido del laser,
Figura 17D), encontramos que el grupo de ratones VGAT-ChR2 prefiere tanto el estimulo
mas cercano y menos palatable (agua) como el més palatable y lejano (sacarosa 18%) (p
= 0.8731, Figura 17D). No obstante, consumo de agua se limit6 al periodo de
fotoestimulacion, cuando el laser estuvo apagado, los ratones transgénicos VGAT-ChR2
bebieron solo sacarosa al 18% (Figura 17E, ver flecha; ANOVA de 2 vias, interaccion entre
grupo y los estimulos gustativos, F (2, sssy = 64.16, p < 0.0001, post hoc test en agua vs.
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sacarosa al 18%, p < 0.0001). Por lo tanto, la activacion de estas neuronas induce el
consumo de agua sélo cuando es el estimulo mas cercano. Posteriormente, medimos el
indice de preferencia (durante el periodo de fotoestimulacion) para cada sujeto del grupo
transgénico, detectamos que durante el protocolo de lazo abierto, todos los ratones VGAT-
ChR2 prefieren la sacarosa al 18% por encima del agua (Figura 17E; valores > 0.5 y
cercanos a 1), mientras que en el protocolo de lazo cerrado, la mayor parte de los sujetos
(9 de 12), significativamente disminuyen su preferencia de sacarosa (Figura 17E, observar
el descenso del indice de preferencia, Prueba t-Student pareada, t ss =7.98, p < 0.0001).
De estos 9 animales, 6 de ellos exhibieron una alta preferencia por agua sobre la sacarosa
(indice de preferencia con valores < 0.05). La Figura 17F muestra la ubicacién de la punta
de la fibra dptica, la variacion anatémica del sitio donde se encontraron las fibras 6pticas no
explica las preferencias encontradas en este experimento. Suponemos que estos
resultados se deben a las estrategias conductuales que utiliza cada sujeto al realizar la
tarea. La variacién encontrada en la preferencia de la sacarosa es similar a los datos
reportados en experimentos estimulacion eléctrica del HL que inducen preferencia por el
consumo de sacarosa en diferentes grados (Poschel, 1968). En conclusién, la suma de los
datos observados sugiere que la activacion de las neuronas GABAérgicas del HL promueve
el consumo mediante la integracion de dos variables: la proximidad del estimulo y el valor

heddnico del estimulo.
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Figura 17. Si la fotoestimulacién ocurre cerca del estimulo gustativo menos palatable,
activacién de las neuronas HLY93" inducen su consumo a pesar de la disponibilidad de
sacarosa. A. Esquema conductual. Panel izquierdo, ilustra el mismo protocolo de la Figura 13A.
Para el protocolo de lazo cerrado, el laser se activd cada que el raton inserto la cabeza en el puerto
central, durante 2 s y con un tiempo fuera de 4 s. B. Niumero de veces que el laser se encendié. El
grupo de ratones VGAT-ChR2 se autoestimulo mas veces que el grupo WT. Cada circulo y triangulo
representan los valores individuales de cada sujeto. C. Numero total de lengiieteos para cada
estimulo presentado a lo largo de la sesién. Durante el protocolo de lazo abierto, el grupo de ratones
VGAT-ChR2 consume mas sacarosa al 18%. Sin embargo, el mismo grupo de sujetos desarrolla
preferencia por agua en comparacion con el grupo WT durante el protocolo de lazo cerrado. D.
Numero de lengleteos el periodo de fotoestimulaciéon. E. Namero de lengueteos cuando el laser se
mantuvo apagado. F. indice de preferencia del grupo de ratones VGAT-ChR2 durante el periodo de
fotoestimulacién. Este indice fue definido como el niUmero lenglieteos a sacarosa al 18%, dividido
entre la suma del nimero de los lenglieteos de sacarosa y agua. Valores mayores a 0.5 indican
preferencia por sacarosa, y los valores por debajo de 0.5 preferencia por agua. Las lineas
horizontales negras denotan la media de preferencia para ambos protocolos. G. Posicion anatémica
de las fibras Opticas implantadas en el grupo de ratones VGAT-ChR2. * p < 0.0001, indican
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo WT y protocolos de estimulacion
(17E). # p < 0.0001 muestra diferencias estadisticamente significativas entre la sacarosa al 18% y
los otros estimulos gustativos presentados. Se utilizaron las siguientes pruebas: Prueba de t-Student
no pareada (17B), Prueba t-Student pareada (17F) y una ANOVA de 2 vias seguida de la prueba
post hoc Holm Sidak.
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9.10 Después de repetidas estimulaciones sobre las neuronas HLY9", |a correlaciéon
entre el consumo ligado al laser y las autoestimulaciones incrementa

Estudios previos han demostrado que la repeticion continua de la estimulacién (eléctrica u
optogenética no especifica a un grupo neuronal) en el HL provoca que los roedores cambien
la conducta de consumo ligada a la estimulacién a sélo autoestimularse (Gigante et al.,
2016), sugiriendo que las conductas de ingesta y recompensa mediadas por este nucleo no
tienen una correlacion directa y son flexibles (Gigante et al., 2016; Urstadt and Berridge,
2020). Tomando en cuenta estos descubrimientos, decidimos explorar si la activacion
optogenética repetida de las neuronas HLY9"* que promueve consumo ligado al laser y es
recompensante cambia a lo largo de los dias. Contrario a esto articulos, nosotros
encontramos que la activacion de estas neuronas fortalece el consumo ligado al laser a lo
largo de los dias en ambos protocolos (Figura 18A, primeros 3 dias: r = 0.12, p = 0.69;
tltimos 5 dias: r = 0.64, p < 0.05). Y también incrementa la correlacion entre el nimero de
autoestimulaciones y el consumo ligado al laser (Figura 18B, primeros 3 dias: r =0.42, p =
0.16; ultimos 5 dias: r = 0.61, p < 0.05). Este analisis sugiere que la activacién de estas
neuronas compromete procesos de aprendizaje (Sharpe et al., 2017), y son el sustrato

comun para las conductas de recompensa y aprendizaje.
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9.11 EIl efecto de aproximacién evocado por la fotoestimulacion del lazo cerrado
también ocurre ante estimulos sélidos

Nos intereso investigar si el efecto de aproximacion ligado a la activacion de las neuronas
HLY92* se restringia s6lo a estimulos gustativos liquidos. Para contestar esta pregunta
implementamos una tarea de preferencia de lugar en tiempo real. Utilizamos una arena
circular donde colocamos cuatro estimulos (pellets de chocolate, un corcho, un pellet de
dieta chow y sacarosa al 10%) en posicion equidistante uno respecto a los otros (Figura
19A). Cuando la activacion de las neuronas HLV%" se present6 cerca del area donde se
encontraban los pellets de chocolate o la dieta chow, incrementé el tiempo de exploracion
(Figura 19B; Pellet: ANOVA de 1 via, F 4,145 = 99.05, p < 0.0001; Chow: ANOVA de 1 via,
F @ 145y = 182, p < 0.0001) y su consumo (Figura 19C; Pellet: Prueba t-Student no pareada,
t e8) = 3.234, p < 0.05; Chow: Prueba t-Student no pareada, t gs = 3.651, p < 0.05). Ademas,
para medir conducta de ansiedad, fotoestimulamos estas neuronas cuando los ratones
pasaban por el centro de la arena (que es un sitio que produce aversion natural),
encontramos un incrementd en el tiempo de permanencia en comparacion con el grupo
WT (Figura 19B, p < 0.05). Estos datos concluyen, que la activacién recompensante de
estas neuronas refuerza la aproximacion y exploracion de cualquier estimulo cercano al

sitio de estimulacion.
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Figura 19. La fotoestimulacién de las neuronas HLVY93* es recompensante y promueve la
exploracion del estimulo mas cercano. A. Esquema conductual, en una arena circular se colaron
cuatro platos simultdneamente, cada uno de ellos contenia un estimulo gustativo: un pellet de dieta
chow (verde), un pellet de chocolate (amarillo), sacarosa al 10% (azul) y un corcho (rosa). En esta
tarea, cuando el sujeto cruza el area designada (circulos punteados), el laser es encendido (2 s
encendido, 4 s apagado) a lo largo de una sesién de 40 min. El sujeto tiene que reingresar al area
designada para recibir una nueva fotoestimulacion. Sélo un area designada fue fotoestimulada por
sesion, durante 3 o0 4 dias consecutivos. B. Los mapas de calor y las graficas de barras representan
el tiempo de permanencia de cada estimulo para el grupo WT (panel izquierdo), y el grupo VGAT-
Chr2 (panel derecho). Los circulos rojos indican el area designada fotoestimulada. La barra de color
refiere el numero de fotogramas en el que el sujeto fue detectado en ese sitio; los valores altos
indican que el sujeto permanecié en ese sitio por mucho tiempo. Debajo, las gréaficas de barras
muestran el tiempo de permanencia en segundos para cada estimulo (dentro de un radio de 5 cm).
Cada circulo y triangulo representan los valores individuales de cada sujeto. Los ratones VGAT-
ChR2 permanecen mas tiempo explorando la dieta de chow en las sesiones donde fue
fotoestimulada esa area, en comparacion con el grupo WT y al resto de los estimulos presentados.
C. Consumo de pellet y chocolate. Las graficas insertadas muestran el gramaje de los estimulos
esparcidos. * denota diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) en comparacion con el
grupo WT. + p < 0.05 muestra incrementos significativos en el consumo y el esparcimiento del
estimulo durante las sesiones éste fue fotoestimulado (area designada) en comparacion con las
sesiones donde el area designada fue el centro de la arena. # p < 0.01 indican las diferencias
estadisticamente significativas entre el area designada y resto de las areas no fotoestimuladas. Se
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utilizaron las siguientes pruebas: Prueba t-Student no pareada, y una ANOVA de 1 via seguida de la
prueba post hoc Holm Sidak.

9.12 La activacién de las neuronas HLV9%" es recompensante y promueve el lenglieteo
en un bebedero vacio

Posteriormente, exploramos la conducta evocada por la activacion de las neuronas HLY9a*
cercana a estimulos no comestibles (como un bebedero vacio), aversivos (quinina al
0.004% o un soplo de aire) o altamente palatables (sacarosa al 18%). Para este
experimento, utilizamos los mismos ratones que probamos en el protocolo de lazo cerrado
de la Figura 17, fotoestimulamos con un protocolo de lazo cerrado y colocamos distintos
estimulos gustativos en el puerto central a lo largo de las sesiones (Figura 20A). Para
verificar que la activacibn de estas neuronas es recompensante, después de que
observamos que la fotoestimulacion cercana al agua incrementa el numero de
autoestimulaciones (Figura 20B; fase de agua, sombra azul), realizamos 4 sesiones de
extincién, donde el laser permanecié todo el tiempo apagado. Encontramos una
disminucion en el ndmero de autoestimulaciones en el grupo de ratones VGAT-ChR2
(Figura 20B; fase de extincién, sombra gris). Como esperabamos, los ratones rapidamente
recuperaron la conducta de autoestimulacion cuando volvimos a encender el laser (Figura
20B; fase agua posterior a la extincion, sombra azul). Esto confirma que las neuronas

HLY92* contienen una sefial de recompensa hedénicamente positiva (Jennings et al., 2015).

Un estudio previo demostré que la activacion quimiogenética de las neuronas HLY9a*
incrementa la conducta de roer estimulos no comestibles, como un corcho de madera
(Navarro et al., 2016). Para probarlo en nuestro modelo, remplazamos el agua del puerto
central por un bebedero vacio (Figura 20A, bebedero vacio). La activacion de las neuronas
HLV9®* provocé que el grupo de ratones transgénicos VGAT-ChR2 continuara

autoestimulandose en el puerto central y evoc6 un incremento significativo de lenglieteos
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en el bebedero vacio en comparacién con el grupo WT (Figura 20C, Prueba t-Student no
pareada, t 40 = 2.532, p < 0.05). Por lo tanto, las neuronas HL'%3"* promueven la necesidad
por expresar la conducta de ingesta, incluso evocando lengiieteos secos sobre estimulos
que carecen de relevancia bioldgica. Sugerimos que este efecto esta mediado por una
sensacion recompensante que promueve las respuestas oromotoras durante la conducta

apetitiva.

9.13 Cuando la sacarosa esta disponible la activaciéon de las neuronas HLY9"* no
promueve laingesta de estimulos gustativos aversivos ni tolera estimulos nocivos

Para observar el efecto de consumo y aproximaciéon a estimulos aversivos, reemplazamos
el bebedero de agua (puerto central) por quinina o un soplo de aire (Figura 20A). En las
sesiones que presentamos quinina, observamos que durante el periodo de fotoestimulacion
disminuyd el numero de lenglieteos en ambos grupos (Figura 20C; quinina, sombra verde).
Sin embargo, el grupo de ratones VGAT-ChR2 continué autoestimulandose (Figura 20B;
quinina, sombra verde) y consumiendo sacarosa al 18% en el puerto lateral (Figura 20D;
quinina, sombra verde). Durante las sesiones donde liberamos un soplo de aire cuando el
sujeto insertaba su cabeza en el puerto central (Figura 20A; soplo de aire, sombra gris
0Sscuro), obtuvimos resultados similares a los observados en las sesiones de quinina (Figura
20B-D; soplo de aire, sombreado gris oscuro). Posteriormente, probamos tres sesiones en
donde el soplo de aire no podia evitarse. Para esta configuracion, el roedor debe lengletear
al menos una vez en puerto central para ser fotoestimulado (Figura 20A; soplo de aire
inevitable, sombreado cian). Observamos, que el grupo de ratones transgénicos VGAT-
ChR2 dej6 de autoestimularse completamente (Figura 20B; soplo de aire inevitable,
sombreado cian), y detuvo su consumo por sacarosa al 18% (Figura 20D; soplo de aire

inevitable, sombreado cian). Estos resultados indican que en ratones saciados, la activacion
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de las neuronas HL'%¥* no induce el consumo por estimulos aversivos, como quinina, ni

incrementa la tolerancia de estimulos punitivos.

Finalmente, exploramos la activacion de estas neuronas préxima al estimulo mas palatable.
Para ello, intercambiamos de posicién el bebedor de agua y el bebedor de sacarosa al 18%
(Figura 20A; sacarosa al 18%, sombreado rosa). Durante el periodo de fotoestimulacion, el
grupo de ratones VGAT-ChR2 incrementd drasticamente su consumo (Figura 20C,
sacarosa, sombreado rosa). La ingesta por sacarosa al 18% fue mayor al resto de los
estimulos probados (p < 0.001). En conjunto, estos resultados sugieren que la activacion
de las neuronas HLY%" es recompensante y promueve el consumo del estimulo mas
cercano aun si no es el mas palatable (por ejemplo, agua o un bebedero vacio). Pero, si la
activacion es proxima a un estimulo altamente palatable (como sacarosa al 18%), induce

sobreconsumo.
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Figura 20. La activacion de las neuronas HLV93* no inducen el consumo de sabores amargos
ni de estimulos aversivos, pero promueve el sobreconsumo de sacarosa. A. Esquema
conductual, indica los diferentes estimulos gustativos presentados en el puerto central. El estimulo
de agua fue remplazado por un bebedero vacio, quinina, un soplo de aire o sacarosa al 18%. En
todas las fases, el laser fue encendido cada que el animal introducia su cabeza al puerto central,
excepto en la fase de “soplo de aire inevitable”, donde el primer lengleteo en el sipper del puerto
central liberada la fotoestimulacién y el soplo de aire al mismo tiempo, y las sesiones de extinciéon
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(permanecio apagado). B. Niumero de autoestimulaciones para cada estimulo presentado en el
puerto central. El grupo de ratones VGAT-ChR2 visitd mas veces el puerto central en comparacion
con el grupo WT, excepto durante las fases de “extincion” y “soplo de aire inevitable”. C. Namero de
lengiieteos en el puerto central para cada estimulo durante el periodo de fotoestimulacion (2.5 s a
partir del encendido del laser). Los lengiieteos en el puerto central disminuyeron ante la entrega de
estimulos aversivos como quinina o soplos de aire. Mientras, la presentacion de estimulos no
comestibles como un bebedero vacio, incrementa el nimero de lengtieteos en el grupo VGAT-ChR2
en comparacion con el grupo WT. Ademas, la liberacidon de sacarosa al 18% en el puerto central
aumenté sustancialmente la ingesta del grupo VGAT-ChR2 en comparacion con ell grupo WT. D.
Numero de lenglieteos en el puerto lateral que contenia sacarosa al 18% durante el periodo de
fotoestimulacion. Cada circulo y triangulo representan los valores individuales de cada sujeto. »
denota diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre relativa al grupo WT, se utiliz6 una
Prueba t-Student no pareada. * p < 0.05 diferencias estadisticamente significativas en comparacion
con el grupo WT. # p < 0.05, sacarosa al 18% alcanzé diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con el resto de los estimulos liberados en el puerto central. Se analizé con una prueba
ANOVA de 2 vias, seguida de una prueba post hoc Holm Sidak.

9.14 La activacion de las neuronas GABAérgicas incrementa el consumo de quinina,
pero s6lo cuando los animales estan privados de agua

Una vez demostrado que, ante la presencia de sacarosa, la activacion de las neuronas
HLY92* no inducen el consumo de quinina (Figura 20C; quinina, sombreado verde).
Probamos con un nuevo grupo de ratones ingenuos, si la activacién de estas neuronas
podria inducir el consumo de quinina cuando era la Unica opcién disponible. Como ya
habiamos observado, la activacion de las neuronas HLY%* en ratones saciados no
promueve el consumo de quinina (Figura 21A, Prueba t-Student no pareada, t (6 = 0.9925,
p = 0.3262). Sorprendentemente, bajo el estado de privacion de agua, el grupo de ratones
transgénicos VGAT-ChR2 increment6 significativamente el consumo de quinina en
comparacion con el grupo WT (Figura 21B-panel izquierdo, Prueba t-Student no pareada, t
we) = 2.958, p < 0.01), especificamente durante el periodo de fotoestimulacion (Figura 21B-
panel central; Prueba t-Student no pareada, t 4 = 4.473, p < 0.0001) sugiriendo que la
activacion de las neuronas GABAérgicas durante un estado de necesidad homeostética es
suficiente para incrementar la tolerancia ante estimulos amargos y aversivos. En cambio,

el sobreconsumo que promueve la activacion de estas neuronas ante estimulos altamente

palatables (sacarosa al 18%) no depende del estado interno del sujeto (Figura 21C-D;
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Saciado: Prueba t-Student no pareada, t (30) = 6.933, p < 0.0001; Privacion de agua: Prueba

t-Student no pareada, t (30) = 3.183, p < 0.01).
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Figura 21. Bajo el estado de privacion de agua, la activacion de las neuronas GABAérgicas
del HL fomentan el consumo de estimulos aversivos. A. Ratones saciados fueron colocados en
una caja conductual, donde tuvieron acceso libre a un bebedero con quinina. El laser se encendi6
bajo un protocolo de lazo cerrado (panel izquierdo). En ratones saciados, la activacion de estas
neuronas no induce el consumo de quinina (panel central, muestra un PSTH de la tasa de lenglieteos
alineada al inicio del laser). Sin embargo, continGan autoestimulandose (panel derecho). B. Ratones
privados de agua consumen mas quinina que el grupo WT (panel izquierdo), especificamente
durante el periodo de fotoestimulacion (panel central). C-D. Nimero total de lengleteos (panel
izquierdo), PSTH de la tasa de lengiieteos en el periodo de fotoestimulacion (panel central), y el
namero de autoestimulaciones (panel derecho) durante el estado de saciedad y privacién de agua.
La linea azul horizontal indica el periodo de fotoestimulacion. Las lineas verticales azul y negro
indican el inicio y apagado del laser, respectivamente. * p < 0.01 indica diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el grupo WT. Se utilizé una prueba t-Student no pareada.
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9.15 La activacion de las neuronas GABAérgicas mejora la palatabilidad de los
estimulos gustativos

Por ultimo, exploramos si la activacion de las neuronas HLY9* podrian mejorar la
palatabilidad de los estimulos gustativos. Para ello, empleamos nuevamente la prueba de
acceso breve y utilizamos un nuevo grupo de ratones ingenuos que fueron privados de
agua. Como estimulos gustativos liberamos agua, sacarosa al 3 y 18%, cada estimulo se
entrego en orden semi-aleatorio a lo largo de la sesion. La Figura 22A, muestra la estructura
de la tarea. Encontramos que el grupo de ratones WT y VGAT-ChR2 incrementé su tasa de
lengiieteo en funcién de la concentraciéon de la sacarosa (Figura 22B; ANOVA de 2 vias,
efecto de estimulos gustativos F (2, 174y= 9.101, p < 0.001). Sin embargo, durante el periodo
de fotoestimulacion (2 s), el grupo de ratones transgénicos VGAT-ChR2 mostré un
incremento en el consumo de los tres estimulos gustativos, pero al término de ésta
disminuyd su tasa de lenglieteo para agua y sacarosa al 3% en comparacion con el grupo
WT (Figura 22B, panel derecho; ANOVA de 2 vias, interaccion entre el grupo y los estimulos
gustativos F (o, 174y= 5.293, p < 0.01). Ademas, encontramos que cuando la fotoestimulacion
fue pareada sélo a los ensayos de agua, el grupo de ratones transgénicos VGAT-ChR2
incrementd selectivamente su tasa de lengiieteo por agua (Figura 22C, panel derecho;
ANOVA de 2 vias, interaccion entre el grupo y los estimulos gustativos F (2, g4 = 6.009, p <
0.01), sobrepasando la respuesta evocada por el estimulo mas palatable (sacarosa al 18%),
y s6lo durante el periodo de fotoestimulacién. Este mismo resultado lo observamos cuando
asociamos la fotoestimulacién con los ensayos de sacarosa al 3% (Figura 22D, panel
derecho; ANOVA de 2 vias, interaccion entre el grupo y los estimulos gustativos F (2, g4 =
16.72, p < 0.0001) y 18% (Figura 22E; panel derecho, ANOVA de 2 vias, interaccion entre
el grupo y los estimulos gustativos F 2, sy = 16.49, p < 0.0001). En este ultimo resultado,
observamos que una vez terminado de periodo de fotoestimulacion, la tasa de lenguieteo
se mantuvo a lo largo del periodo de recompensa.
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También probamos si la activacion artificial de estas neuronas podria ser prolongada a lo
largo de todo el periodo de recompensa. Encontramos el mismo patron de facilitacion y
mejoramiento de palatabilidad durante el tiempo que permanecié encendido el laser (Figura
22F-1, ver flechas; Todos los ensayos: ANOVA de 2 vias, efecto de estimulos gustativos F
@ 1149 = 12.53, p < 0.001; Ensayos de agua: ANOVA de 2 vias, interaccion entre el grupo y
los estimulos gustativos F (2, g4 = 9.85, p < 0.001; Ensayos de sacarosa al 3%: ANOVA de
2 vias, interaccion entre el grupo y los estimulos gustativos F (2, sy = 33.47, p < 0.0001;
Ensayos de sacarosa al 18%: ANOVA de 2 vias, interaccién entre el grupo y los estimulos
gustativos F (2, ss) = 8.36, p < 0.001). Esto resultados sugieren, que la activacién corta o
sostenida de las neuronas GABAérgicas del HL mejora la palatabilidad de los estimulos
gustativos, reflejado en el incremento de sus respuestas oromotoras. Ademas, verificamos
que la activacioén artificial de estas neuronas se sostiene a lo largo de todo el periodo de
recompensa a traveés registros electrofisiolégicos en el HL (Figura 22J). Y nos aseguramos
que los roedores no utilizaron la luz que emite el laser como pista para guiar su conducta,
a través de una fibra falsa conectada a la cabeza del ratén (Figura 22K; ANOVA de 2 vias,
interaccion entre el grupo y los estimulos gustativos F (2 s4y= 1.619, p = 0.207). En resumen,
nuestros datos demuestran que la activacion de las neuronas GABAérgicas desencadenan
una sefial de recompensa que amplifica el valor hedénico positivo de los estimulos

gustativos proximos, promoviendo su sobreconsumo.
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Figura 22. La activacion de las neuronas GABAérgicas del HL mejora la palatabilidad a agua
y sacarosa. A. Esquema conductual. Panel izquierdo, se utiliz6 el protocolo de lazo cerrado durante
la prueba de acceso breve. La caja contuvo un bebedero acoplado a un sipper donde se liber6 agua,
sacarosa al 3 0 18%. Panel derecho, estructura del ensayo. El ensayo inicia cuando el sujeto inserta
su cabeza en el puerto (linea punteada gris), esto provoca el encendido del laser (rectangulo azul).
El periodo de recompensa comienza con el primer lenglieteo en seco sobre el sipper (marca negra),
con una duracién de 7 s (rectangulo gris). A lo largo de este periodo, cada lengieteo libera una gota
(~ 2 pL) del estimulo gustativo (lengiieteos recompensados, marcas rojas). Al final del periodo de
recompensa, el sipper se retrae, y al término del IEE (3 s), el sipper vuelve a posicionarse para iniciar
un nuevo ensayo. Segun la sesién, el periodo de fotoestimulacion se mantuvo por 2 s (B-E) 0 7 s (F-
). B-E. Conjunto de datos donde el periodo fotoestimulacion tuvo una duracion de 2 s. Se muestran
los PSTH de la tasa de lenglieteo para el grupo de ratones WT (panel izquierdo) y VGAT-ChR2
(panel derecho) alineados (Tiempo = 0 s) al inicio del laser. El periodo de fotoestimulacién se liberd
para todos los ensayos (B), o s6lo durante los ensayos de agua (C, flecha), durante los ensayos de
sacarosa al 3% (D) o 18% (E). F-l. PSTH de la tasa de lenglieteos durante los 7 s de fotoestimulacion.
Mismas convenciones que en B-E. * denota las diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)
relativo al grupo WT. # diferencias estadisticamente significativas entre estimulos (p < 0.05). Se
utilizé una ANOVA de 2 vias, seguida de una prueba post hoc Holm Sidak. J. Actividad neuronal
normalizada (n = 284), registrada en el HL de 3 ratones VGAT-ChR2. La fotoestimulacion durd 7s
con una frecuencia de 50 Hz. Las respuestas neuronales estan alineadas al encendido del laser. Los
colores rojo y azul indican las respuestas de las neuronas que se activaron o inhibieron ante la
presentacion del laser en comparacién con el periodo basal (- 1 a 0 s). El trazo negro ilustra las
neuronas que no se modularon por el laser. K. La fotoestimulacion falsa no afecta la palatabilidad.
La fotoestimulacién fue liberada sélo en los ensayos de sacarosa al 3% durante 7 s (flecha). Los
ratones fueron conectados a una fibra falsa (que no estaba conectada al laser), y la fibra real se peg6
a ella para emitir luz azul por encima de la cabeza del raton. Se observa que en ambos grupos
incrementa la tasa de lengiieteo en funcion de la palatabilidad del estimulo gustativo. La linea azul
vertical indica el inicio del periodo de fotoestimulacion (Tiempo = 0 s), las lineas grises denotan el
final del periodo de la recompensa. La linea azul horizontal muestra el periodo de fotoestimulacion.
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10.DISCUSION

Histéricamente, el HL ha sido entendido como el centro de alimentacion (Anand and
Brobeck, 1951; Delgado and Anand, 1953; Teitelbaum and Epstein, 1962), pero también
participa en el procesamiento de la palatabilidad de la sacarosa (Norgren, 1970; Ono et al.,
1986; Li et al.,, 2013). La sacarosa ademas de otorgar un valor calorico, su cualidad
gustativa dulce la hace un atributo sensorial palatable o heddnico que determina el atractivo
de un alimento. A pesar de que se ha relacionado el sobreconsumo de alimentos con alto
contenido en azucares, no existe en la literatura informacion sobre tipo celular especifico
gue participa en el procesamiento de la palatabilidad de la sacarosa en el HL. Nuestros
resultados demuestran que una subpoblaciéon de neuronas HLV%"* codifican la palatabilidad
de la sacarosa. Estas neuronas muestra dos patrones con modulacion opuesta:
correlacionan positiva 0 negativamente con las respuestas oromotoras, pero con un sesgo
hacia el lado positivo. También encontramos, que la activaciéon de las neuronas HLV%"* en
un protocolo de lazo abierto promueven la conducta de aproximaciéon y el consumo del
estimulo gustativo mas saliente y palatable. Por el contrario, en un protocolo de lazo
cerrado, las neuronas HLY9" inducen el consumo del estimulo liquido mas cercano; aun
con la disponibilidad de estimulos gustativos con mayor valor hedénico, pero distales.
Ademas, su activacion también promueve el consumo y la exploracion por el estimulo sélido
disponible mas palatable. La suma de estos datos muestra que las neuronas HLVe*
procesan y/o combinan al menos dos tipos de informacion: 1) Relacionada a la proximidad
del estimulo, y 2) relacionada a la palatabilidad o valor hedonico del estimulo, que potencia
su saliencia. Nuestros resultados revelan una nueva funcién de las neuronas HLV9%* como

potenciadores fisioldgicos en la palatabilidad de la sacarosa.

Estudios previos han encontrado que la activacion de las neuronas HLV9%" es

recompensante, induce un consumo voraz (Jennings et al., 2015; Navarro et al., 2016) y
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promueve la interaccion con el estimulo mas cercano (tanto de objetos como de sus
congéneres) (Nieh et al., 2016), sugiriendo que estas neuronas tienen un rol en multiples
conductas relacionadas con la motivacién. También se sabe que el HL envia eferencias y
recibe aferencias de mdultiples regiones corticales y subcorticales gustativas (Berk and
Finkelstein, 1982; Ter Horst and Luiten, 1987; Simerly, 2004; Berthoud and Muinzberg,
2011; Rolls, 2015), y estudios electrofisioldégicos han reportado que las neuronas del HL
responden ante estimulos gustativos, en particular aquellos que son palatables (Norgren,
1970; Ono et al., 1986; Schwartzbaum, 1988; Yamamoto et al., 1989; Karadi et al., 1992).
Como se describi6 anteriormente, definimos operacionalmente a la palatabilidad como la
facilitacion hedonica positiva que es reflejada en el incremento de las respuestas
oromotoras (tasa de lengueteos o el tamafio de la rafaga de lenglieteos) ante el aumento
de la concentracion de sacarosa (Berridge and Grill, 1983; Spector et al., 1998; Villavicencio
et al., 2018). De acuerdo con esta definicién, encontramos que las neuronas relacionadas
a la palatabilidad rastrean la conducta de lengiieteo, incrementando o disminuyendo su tasa
de disparo de manera dependiente a la concentracion de la sacarosa. Ademas, a lo largo
de la sesion de la prueba de acceso breve, encontramos estas neuronas muestran
predileccion por rastrear la palatabilidad de la sacarosa en comparacion a las sefales de

hambre y saciedad.

También encontramos, que la activacion de las neuronas HLY9¥"* pueden funcionar como
facilitadores/potenciadores de la palatabilidad de diferentes estimulos gustativos. La
activacion optogenética de estas neuronas puede potenciar la palatabilidad del agua si es
el estimulo mas cercano. Encontramos un incremento en la tasa de lengleteo durante la
fotoestimulacion asociada con el agua, este incremento en el consumo indica que la
activacion de estas neuronas aumenta el valor hedonico del agua, dado que la tasa de
lengleteo es similar a cuando el animal esta probando una concentracion alta de sacarosa.
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Ademas, la activacion de las neuronas HLY93"* promueve el consumo de sacarosa liquida o
sélida (cubo de sacarosa granulado). También, estas neuronas inducen el consumo de
alimentos mas palatables que la sacarosa, como los pellets de una dieta alta en grasas.
Este resultado es similar a la activacion de las neuronas GABAérgicas de la ZI (Zhang and

van den Pol, 2017).

Es importante enfatizar que la fotoestimulacion de las neuronas HLV9" se asemeja a los
comportamientos evocados por la estimulacion eléctrica de este nucleo. Nuestros datos
pueden responder las similitudes y diferencias de algunos de los resultados inducidos por
la estimulacién eléctrica: 1) Algunos estudios reportan que el incremento en la EEIC en el
HL asociada al palanqueo sélo ocurre en presencia de alimento (o sacarosa), y cuando éste
es proximo (Mendelson, 1967; Coons and Cruce, 1968; Valenstein and Cox, 1970).
También se ha observado un incremento en la tasa EEIC ante la presentacion de sabores
dulces (Phillips and Mogenson, 1968; Poschel, 1968). Estos resultados pueden ser
explicados por el papel que juega las neuronas HLY9®" como potenciadores de la
palatabilidad de la sacarosa encontrado en este trabajo. 2) Los trabajos de estimulacion
eléctrica han mostrado una alta variabilidad en el fendmeno de alimentacion ligada a la
estimulacion, por ejemplo, uno de estos estudios reporta esta conducta sélo en 12 de 34
ratas (Valenstein and Cox, 1970). Contrario a nuestros datos, la alimentacion inducida por
el laser se observa en todos los animales probados (n = 31; de la Figura 12 a la 22). 3) De
forma similar, esta variabilidad fue observada cuando se realiza estimulacién optogenética
inespecifica, activando todo los tipos celulares del HL simultdneamente (Urstadt and
Berridge, 2020). Dichos estudios reportan que la repeticion continua de la estimulacion
(tanto eléctrica u optogenética) a lo largo de los dias, interrumpe la alimentacién ligada a la
estimulacion, hasta sélo mostrar la conducta de autoestimulacion. Sugiriendo que estos dos

procesos no tienen una correlacion directa y son flexibles (Gigante et al., 2016; Urstadt and
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Berridge, 2020). Estos resultados son opuestos a nuestros datos, nosotros encontramos
que la repeticion de la fotoestimulacion en las neuronas HLY9" incrementa la alimentacion
ligada al laser. Asimismo, observamos una correlacion directa entre la autoestimulacion
optogenética y la alimentacion ligada al I&ser a lo largo de los dias (Figura 18). Aseveramos
gue entre mas se autoestimulen los animales, se evoca con mayor fuerza la conducta de
alimentacion ligada al laser. Por tanto, las neuronas HLV9" son el sustrato neural comudn
en las conductas de ingesta y de recompensa. Hoy también se sabe, que la informacion
relacionada a la ingesta esta ligada a las aferencias GABAérgica del HL que recibe la
periferia del Locus Ceruleo (Marino et al., 2020), mientras que la via de la recompensa,

involucra a las proyecciones GABAérgicas del HL que inervan el ATV (Nieh et al., 2016).

Dado que las neuronas del HL estan involucradas en los procesos de recompensa y
aversion (Ono et al., 1986), probamos si las neuronas HLY9" promueven el consumo de
sabores amargos. Encontramos que la fotoestimulacién de estas neuronas no induce el
consumo de quinina ni de estimulos nocivos como un soplo aire cuando la sacarosa esta
disponible. Por lo tanto, las neuronas HLY9" no incrementan la preferencia por estimulos
aversivos y proximos cuando se encuentra disponible otro estimulo gustativo méas palatable.
Este rechazo por la quinina también sucede cuando se presenta como la Unica opcion
disponible en animales saciados. Sin embargo, cuando los animales estan privados de
agua, la activacion de las neuronas HLY93" promueve un consumo copioso. Nuestros datos
demuestran que la conducta inducida por la activacién de estas neuronas depende de la
palatabilidad del estimulo y del estado interno del animal. Estos resultados concuerdan con
un estudio reciente, en el cual la inhibicién quimiogenética de las neuronas HLY9%" no tuvo
efecto sobre la tolerancia por estimulos aversivos. De modo que, en ratones saciados, estas
neuronas NO SON necesarias para expresar respuestas heddnicamente negativas
provocadas por el consumo de sabores amargos (Fu et al., 2019). Sin embargo, en este
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trabajo, no exploraron la suficiencia de las neuronas GABAérgicas del HL. Nuestros
resultados muestran que la privacién de agua acompafiada de la activacion de las neuronas
HLY92* induce el consumo de quinina, y ademas demuestra que esta activacion es suficiente
para incrementar la aceptacion o tolerancia por sabores aversivos bajo un estado de

necesidad homeostatica (sed).

El HL esta compuesto por multiples poblaciones neuronales que se sobreponen, las cuales
estan definidas por sus marcadores genéticos que expresan, como heuropéptidos,
receptores y proteinas relacionadas a la sintesis y empaquetamiento vesicular de
neurotransmisores (Bonnavion et al.,, 2016; Mickelsen et al., 2019). Por lo tanto, las
poblaciones de las neuronas HLY9%"* puede ser subdividida en neuronas GABA gue también
expresan el receptor a leptina (Leinninger et al., 2011), el neuropéptido galanina (Qualls-
Creekmore et al.,, 2017) o de Nts (Kurt et al.,, 2019). Se sabe que la activacion de las
neuronas que expresan GABA y el receptor a leptina del HL son recompensantes (Giardino
et al., 2018), similar a las neuronas HL"93*, Asimismo, la activacion de las neuronas GABA
gue expresan galanina, promueven conductas apetitivas, pero diferente a las neuronas
HLY92* no induce la conducta de ingesta (Qualls-Creekmore et al., 2017). De estas
subpoblaciones, solo las neuronas del HL que expresan GABA y Nts (HLV93*/N®) presentan
algunos de los efectos conductuales reportados aqui. Contrario a nuestros datos, la
activacion quimiogenética de las neuronas HLV9*Ns ng incrementa el consumo de dieta
chow, pero si promueve el consumo de estimulos palatables liquidos (NaCl y sacarosa).
Ademas, en animales saciados, la activacion estas neuronas incrementa el consumo de
quinina, pero en menor magnitud y soélo si estd acompafado de la ingesta de dieta chow
(resultados que contrastan con nuestros hallazgos). En este articulo no exploran la ingesta
de quinina en ausencia de dieta chow o con ratones privados de agua. Sin embargo,
realizan una prueba de preferencia con dos botellas. Ellos encuentran que las neuronas
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HLVea*/Ns incrementan el consumo de agua sobre quinina, sugiriendo que estas neuronas
no desarrollan preferencia por sabores amargos, similar a las neuronas HLY9%", Analogo a
nuestros datos, la activacion de las neuronas HLV9*N facilitan el consumo por sacarosa
(Kurt et al., 2019). Es de interés determinar el rol de las neuronas HLY9%*NS en |a
codificacion y la potenciacion de la palatabilidad a sacarosa. Estos resultados sugieren que
el HL contiene funciones anidadas en cada subpoblacién neuronal, y que son reclutadas
selectivamente para ejercer un control més refinado sobre las conductas de ingesta y

recompensa.

Una limitacién en este estudio es que empleamos la cepa transgénica de ratones VGAT-
ChR2, la cual esta disefiada con la técnica de cromosomas artificiales bacterianos (BAC,
por sus siglas en inglés). Esta cepa expresa constitutivamente el ChR2 en las neuronas
GABAérgicas que contienen al gen que codifica al VGAT (Zhao et al., 2011). En este
modelo, no podemos descartar la activacion involuntaria de terminales GABAérgicas de
regiones distales (Thoeni et al., 2020), una condicibn que también ocurre con la
estimulacion eléctrica. Sin embargo, este modelo transgénico también tiene sus ventajas,
como una expresion mas consistente de la ChR2 (Zeng and Madisen, 2012) y patrones de
expresion del transgén heredables a lo largo de cohortes experimentales (Ting and Feng,
2013), lo cual incrementa la reproducibilidad del efecto en muestras grandes de animales
probados. También es un modelo méas selectivo para caracterizar a las neuronas
GABAérgicas (excluyendo el componente glutamatérgico) y sus efectos relacionados a los
hallazgos clasicos observados con la estimulacion eléctrica del HL (Delgado and Anand,

1953; Phillips and Mogenson, 1968).
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11.CONCLUSION

Las neuronas GABAEérgicas del HL se encargan de codificar la palatabilidad de la sacarosa.
Son una red neuronal que vincula dos aspectos: 1) la informacién relacionada a la
palatabilidad y, 2) la proximidad de estimulos gustativos. Su activacion potencia el valor
heddnico de estimulos cercanos y fomenta el sobreconsumo de aquellos que ya son
altamente palatables, como los alimentos que contienen azucares (sacarosa). Este nuevo
papel, las coloca como un posible objetivo farmacolégico para modular la palatabilidad de

alimentos cal6ricos que inducen obesidad.
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Sucrose is attractive to most species in the animal kingdom, not only because it
induces a sweet taste sensation but also for its positive palatability (i.e., oromotor
responses elicited by increasing sucrose concentrations). Although palatability is such an
important sensory attribute, it is currently unknown which cell types encode and modulate
sucrose’s palatability. Studies in mice have shown that activation of GABAergic LHAV9at+
neurons evokes voracious eating; however, it is not known whether these neurons
would be driving consumption by increasing palatability. Using optrode recordings, we
measured sucrose’s palatability while VGAT-ChR2 transgenic mice performed a brief
access sucrose test. We found that a subpopulation of LHAY98t+ neurons encodes
palatability by increasing (or decreasing) their activity as a function of the increment
in licking responses evoked by sucrose concentrations. Optogenetic gain of function
experiments, where mice were able to choose among available water, 3% and 18%
sucrose solutions, uncovered that opto-stimulation of LHAY98t™ neurons consistently
promoted higher intake of the most palatable stimulus (18% sucrose). In contrast, if they
self-stimulated near the less palatable stimulus, some VGAT-ChR2 mice preferred water
over 18% sucrose. Unexpectedly, activation of LHAY9a'+ neurons increased quinine
intake but only during water deprivation, since in sated animals, they failed to promote
quinine intake or tolerate an aversive stimulus. Conversely, these neurons promoted
overconsumption of sucrose when it was the nearest stimulus. Also, experiments with
solid foods further confirmed that these neurons increased food interaction time with the
most palatable food available. We conclude that LHAY98t neurons increase the drive to
consume, but it is potentiated by the palatability and proximity of the tastant.

Keywords: LHA GABA neurons, feeding circuit, palatability, sucrose, taste

INTRODUCTION

The lateral hypothalamic area (LHA) has been regarded as the “feeding center” since its lesion
results in hypophagia and subsequent death (Anand and Brobeck, 1951; Teitelbaum and Epstein,
1962). It is part of a neural circuit related to feeding and reward (Delgado and Anand, 1953; Olds
and Milner, 1954) as rats are willing to press a lever to deliver electrical intracranial self-stimulation
(ICSs), and if food is available, it also promotes feeding (Delgado and Anand, 1953; Mendelson,
1967; Mogenson and Stevenson, 1967; Coons and Cruce, 1968). Moreover, if a sweet tastant is
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available, the rate of electrical ICSs is further increased, whereas
bitter compounds decreased them (Phillips and Mogenson, 1968;
Poschel, 1968), suggesting an interaction between ICSs and taste
palatability. In this regard, and because of its connections with
different cortical and subcortical gustatory regions (Simerly,
2004; Berthoud and Miinzberg, 2011), the LHA is anatomically
located to receive, process, and broadcast taste palatability
information (Ferssiwi et al., 1987; Berridge and Valenstein,
1991). Pioneering electrophysiological studies have recorded
gustatory-evoked responses in the LHA (Schwartzbaum, 1988;
Yamamoto et al., 1989). One recent and elegant study uncovered
two functional populations of LHA neurons: one activated by
palatable tastants, e.g., sucrose, and another by aversive tastants,
like quinine (Li et al., 2013). However, the genetic identity of
the LHA cell type(s) involved in processing palatability-related
information remains elusive, and to unveil their identity is the
goal of this study.

The LHA is currently viewed as a hub of various cell
types (Stuber and Wise, 2016), grossly divided into two larger
populations related to feeding: the glutamatergic (LHAV8U©+)
and GABAergic (LHAV&) neurons (Gutierrez et al., 2020).
Activation of LHAV8"?* neurons leads to reduced food intake
and is aversive (Jennings et al., 2013). In contrast, stimulation of
LHAV#F neurons is rewarding and produces voracious eating of
both foods with nutritional value (Jennings et al., 2015; Navarro
et al., 2016) and those without calories, even gnawing behavior
toward the cork, an irrelevant biological stimulus (Navarro
et al., 2016). Moreover, LHA V8" neurons enhance the salience
of the nearest stimulus and induce reward via stimulation of
their projections to the ventral tegmental area (VTA) (Nieh
et al, 2016). In addition, the evoked feeding is mediated by
modulation of terminals reaching a region adjacent to the locus
coeruleus (Marino et al., 2020). On the contrary, inhibition of
GABAergic LHAV#®'™ cell somas is aversive and stops feeding
(Jennings et al., 2015; Navarro et al., 2016). However, the role of
LHAV8 neurons in processing sucrose’s palatability remains to
be determined.

This study identified a new role of LHAV&* neurons
in encoding and enhancing sucrose’s oromotor palatability
responses. Sucrose’s palatability was defined as the enhancement
of hedonically positive oromotor responses triggered by
increasing sucrose concentrations (Berridge and Grill, 1983;
Spector et al, 1998; Villavicencio et al., 2018). Specifically,
oromotor responses include an increase in lick rate and bout size.
Thus, it should not be confused with a conscious hedonic feeling
of pleasant taste that humans experience (Grill and Berridge,
1985; Sclafani, 1991; Berridge and Kringelbach, 2008). We found
that opto-stimulation of LHA GABAergic neurons increases
the consumption of the most palatable and proximal tastant.
They accomplish this by potentiating the palatability of nearby
gustatory stimuli. For aversive stimuli, the effect of these neurons
is different. In a single bottle test, we found that water deprivation
increased the tolerance for bitter compounds and gated a window
of opportunity where the activation of GABAergic neurons is
sufficient to temporarily reassign the negative hedonic value of
quinine and promote its intake. Nevertheless, in a three-option
preference test, mice failed to develop a quinine preference when

sucrose was available under these neurons activation, thus,
demonstrating that activation of GABAergic neurons does not
merely trigger indiscriminate oromotor tongue movements;
rather, the animals’ evoked consummatory behavior largely
depends on their internal state and on the palatability of the
stimulus. Moreover, optogenetic activation of LHA Y8+ neurons
evoked many hallmark behaviors resembling those seen in LHA
electrical stimulation. In this regard, and consistent with their
positive role in palatability, our results could indirectly explain
why electrical ICSs are further facilitated by the presence of
sweet solutions (Phillips and Mogenson, 1968; Poschel, 1968).
We also found that LHAV#" neurons are the common neural
substrate for both reward and feeding since after repeated
self-stimulation, the more the VGAT-ChR2 mice opto-self-
stimulated, the stronger the laser-induced licking they exhibited.
We conclude that a subpopulation of GABAergic LHAV&"
neurons combines stimulus proximity and palatability-related
information to enhance nearby energy-rich foods' palatability
and further increase consummatory behaviors.

MATERIALS AND METHODS

Animal Subjects

We used 42 VGAT-ChR2-EYFP mice (number ID 014548;
Jackson Laboratory, Sacramento, CA, USA) and 25 wild-type
(WT) littermates, which served as controls. Mice were from both
sexes between 8 and 16 weeks old, and they were individually
housed in their home cages and maintained in a temperature-
controlled (22 £ 1°C) room with 12:12 h light-dark cycle. Unless
otherwise mentioned, chow food (PicoLab Rodent Diet 20, MO,
USA) and water were available ad [libitum. For experiments
with water restriction, after each behavioral session, mice were
allowed to drink water for 1h daily. All procedures were
performed with the approval of the CINVESTAV Animal Care
and Use Committee. One session per day was conducted between
11:00 a.m. and 2:00 p.m.

Surgical Procedures

All mice were anesthetized with ketamine (100 mg/kg, i.p.)
and xylazine (8 mg/kg, i.p.), and then placed into a stereotaxic
apparatus (Stoelting, IL, USA). Lidocaine (0.05ml) was
administered subcutaneously under the heads skin as a local
analgesic, and ophthalmic ointment (hydrocortisone, neomycin,
and polymyxin-B) was applied periodically to maintain eye
lubrication. The antibiotic enrofloxacin (0.4 ml/kg) was injected
for 3 days after surgery.

For experiments with opto-stimulation of LHAV&™ cell
somas, a single multimode optical fiber with a 200-pwm core
diameter and with 0.39 NA (FT200UMT; Thorlabs, NJ, USA)
was implanted unilaterally targeting the LHA using the following
coordinates: AP: —1.25mm, ML: +1mm, DV: —4.9mm,
from bregma. For electrophysiology recordings, a custom-
made optrode was unilaterally implanted counterbalanced across
hemispheres (AP: —1.25mm, ML: £1 mm, from bregma; DV:
—5.2mm ventral to dura). The optrode comprises an array of
16 tungsten wires formvar coated (35 pm diameter) surrounding
and protruding 1 mm from the single multimode optical fiber
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tip. No significant differences were found between hemispheres,
so data were pooled together (data not shown). All experiments
began 7 days after surgery to allow recovery.

Histology and Immunofluorescence

Mice were sacrificed by an overdose of pentobarbital (150 mg/kg)
and perfused with PBS, followed by 4% paraformaldehyde.
Brains were fixed overnight in 4% paraformaldehyde and
gradually replaced in a gradient of concentrations of sucrose
(until 30%). For histology, brain slides (40 um) were cut
with a cryostat (Thermo Scientific HM525 NX), and images
were taken with a Nikon Eclipse E200 microscope and a
Progress Gryphax microscope camera, using a 10x objective.
For immunofluorescence, free-floating brain slides (40 pm)
were blocked with 1% BSA and 0.2% Triton in PBS for
30 min. They were then washed with 0.2% Triton in PBS
three times every 10min, followed by incubation with the
following primary antibodies: mouse anti-GAD 67 primary
antibody (Millipore, Mab5406, 1:1,000 dilution), and rabbit anti-
GFP primary antibody (Invitrogen, A11122, 1:1,000 dilution).
Incubation took place overnight at 4°C. The next day, brain slides
were washed with 0.2% Triton in PBS three times every 10 min,
and then incubated with the secondary antibodies Alexa 647 goat
anti-mouse (Invitrogen, A21235, 1:500 dilution), and Alexa 488
donkey anti-rabbit (Invitrogen, A21206, 1:500 dilution) during
90 min at room temperature. Afterward, we applied DAPI to
stain the nuclei. Brain slides were put on slides with a mounting
medium for fluorescence (Vectashield), and images were taken
with a Leica confocal microscope using a 63 x objective.

Gustatory Stimuli

Sucrose of reagent-grade chemical quality (Sigma-Aldrich,
Mexico City, Mexico) was used in the following concentrations:
0 (water only), 3, 10, and 18 wt%. Reagent-grade quinine
hydrochloride dihydrate (QHCI) was also used at 0.04 wt%
(Sigma-Aldrich, Mexico City, Mexico). Artificial saliva contained
the following (in mM): 4 NaCl, 10 KCl, 6 NaHCOs3, 6 KHCO3, 0.5
CacCly, 0.5 MgCly, 0.24 K,HPOy, and 0.24 KH, POy (Zocchi et al.,
2017). We added 0.05mM HCI to adjust pH to 7. The solutions
were dissolved in distilled water, maintained under refrigeration,
and used at room temperature. We also used 20 mg chocolate
pellets (Bio-Serv, NJ, USA), chow food (PicoLab Rodent Diet 20,
MO, USA), a high-fat diet with 45% kcal% fat (Research Diets,
NJ, USA), granulated sugar cube, and cork.

Electrophysiology

Neural activity was recorded using a Multichannel Acquisition
Processor System (Plexon, Dallas TX, USA) interfaced with Med
Associates to simultaneously record behavioral events (Gutierrez
et al., 2010). Extracellular voltage signals were first amplified
by an analog head-stage (Plexon, HST/16025-GEN2-18P-2GP-
G1), then amplified and sampled at 40 kHz. Raw signals were
band-pass filtered from 154 Hz to 8.8 kHz and digitalized at 12
bits resolution. Only single neurons with action potentials with
a signal to noise ratio of 3:1 were analyzed (Gutierrez et al,
2010). Action potentials were isolated online using a voltage—
time threshold window, and three principal components contour

templates algorithm. Furthermore, off-line spike sorting was
performed (Plexon Offline Sorter), and only single units with
stable waveforms across the session were included in the analyses
(Gutierrez et al., 2010) (see Supplementary Figure 1). Also, to
verify waveform stability, we correlated the waveform’s shapes
recorded in the brief access test and the optotagging session.

Optogenetic Stimulation

A 473-nm laser intensity was modulated by a DPSS system
(OEM laser, UT, USA). Laser pulses were synchronized with
behavioral events with Med Associates Inc. software and TTL
signal generator (Med Associates Inc., VT, USA). The patch
cord’s optical power was at 15 mW, and it was measured with
an optical power meter (PM20A, Thorlabs, NJ, USA). However,
we delivered between 10 and 12.6 mW at the fiber optic tip,
depending on each fiber’ efficiency. Unless otherwise mentioned,
the laser was turned on by 2s (at 50 Hz) and 4 s off, with 10 ms
pulse width and a duty cycle of 50%.

Parameters of Stimulation for LHA

GABAergic Neurons

To explore the best stimulation parameters for LHA GABAergic
neurons, mice were implanted with an optrode in LHA and
placed in a custom-made box with dimensions of 18 x 13
x 7.5cm. With no food available, the laser was turned on at
different frequencies—O0, 2.5, 5, 10, 20, and 50 Hz semirandomly,
while the animals’ neural activity was recorded for 20 min. We
used a Kruskal-Wallis test to compare firing rates during the
baseline (from —1 to —0.04s) against the activity during laser
presentation (from 0 to 2 s) aligned (time = 0's) to laser onset for
all frequencies tested. Neurons that significantly increased their
firing rate during the laser stimulation were named “activated,”
and neurons that decreased their activity were named “inhibited.”

Neural Activity Recording During a Brief
Access Test and Palatability-Related

Responses
We used a brief access test in water-deprived mice while the
LHA activity was recorded for 30 min. We employed a licking
spout consisting of independent stainless-steel needles (20-
gauge) cemented together with dental acrylic at the sipper tube’s
tip (Villavicencio et al.,, 2018). Each needle was connected to
a solenoid valve (Parker, Ohio, USA) by a silicon tube. The
drop (~2 pl) was calibrated before starting the session, using a
pressurized control system. The trial structure was as follows: At
the beginning of the task, the sipper was extended in lick position.
To start a new trial, each mouse was required to introduce its
head into the central port and then elicited a dry lick to start
the reward epoch (7s). During this period, a tastant’s drop was
delivered every lick. The sipper was retracted for 3 s as intertrial
interval (ITI), and then re-extended in a lick position into the
central port. Tastant solutions (artificial saliva, water, sucrose 3%,
and sucrose 18%) were delivered in a semirandom order.

To identify neurons whose firing rate correlated with
palatability-induced oromotor responses, we used a best-window
analysis based on a previous study (Villavicencio et al., 2018).
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This method has been used to detect palatability-related activity
in a brief access test. Briefly, during each recording session, a
palatability index (PI) was calculated. The PI reflects the overall
appetitive oromotor responses elicited by each tastant delivered
in the session. It was computed by averaging the lick rate during
the entire reward epoch, including all the trials per session.
In mice, the PI takes values between 0 and 8 Hz for sucrose
stimuli (Glendinning et al., 2005): 0 Hz means animals ultimately
rejected a solution in all trials, whereas 8 Hz indicates they licked
continuously during the entire reward epoch, thus reflecting a
greater palatability response elicited by the tastant. Then, the
firing rate was calculated for a variety of time centers (from
0.25 to 6.75s with 0.5s steps) and multiple window sizes (from
0.5 to 7s, 0.5s steps), such that each window was estimated
as the center £+ (window size/2). We identified the windows
where the mean firing rate was significantly different for at least
one tastant delivered (i.e., tastants, using a Kruskal-Wallis test
at an alpha of 0.05). Next, we computed Pearson’s correlation
coefficient (7; the alpha level at 0.05) between both the PI and the
firing rate on a trial-by-trial basis. The window with the largest
absolute Pearson’s correlation coefficient was selected as the “best
window.” Thus, for the “best window” and each statistical test
(i.e., Kruskal-Wallis test and Pearson’s correlation coefficient),
a permutation assay was used for multiple-testing correction.
This analysis was accomplished by shuffling the different tastants
delivered 20,000 times (using the Matlab function “shuftle”). A
corrected p-value was obtained using the following formula p
= (k + 1)/(n + 1), where k is when a permuted distribution
leads to a p-value smaller than the original p-value and n is
the number of repetitions. Only time windows with p < 0.05
in both tests (Kruskal-Wallis and Pearson correlation) were
considered statistically significant. Thus, the “best window” is
where the firing rate maximally correlated with the oromotor
responses (the lick rate) elicited by sucrose’s palatability on a trial-
by-trial basis. Importantly, results were qualitatively similar if
we used the lick bout size rather than the lick rate to compute
the PI. A lick bout was defined as the collection of at least
two rhythmic licks separated by a pause >500ms during the
reward epoch. The bout size was the time difference (in seconds)
between the last and first lick in the bout (Gutierrez et al,
2006).

To evaluate whether palatability-related neurons dynamically
track the changes in lick rate across the session, we computed the
lick rate in the reward epoch as a function of trial types [artificial
saliva (AS), water, sucrose 3%, and sucrose 18%], divided into
blocks of 10th percentile of trials each. We verified that every
block across the session has the same number of trials.

Optotagging Task
Once the brief access test was finished, each mouse was tested in
the optotagging task. For this task, we removed the licking spout
from the behavioral box. Over the session (15 min), the laser was
turned on (at 50 Hz) during 2 or 7 s, followed by 10 s oft.
Laser-activated neurons (pLHAV8%) were detected by using
two methods: 1) a Kruskal-Wallis to compare firing rates during
a baseline (from —1 to —0.04s) against the activity during the
presentation of laser (from 0 to 2s, aligned to laser onset) and

2) CUMSUM statistic (Gutierrez et al., 2006) to obtain the first
bin (1 ms resolution) after the first laser pulse that significantly
increased the firing rate above baseline (from —20 to Oms).
Only neurons showing a significant value in both tests were
considered laser-activated pLHAV#, From the population of
pLHAV8% neurons, we identified two types of populations: (1)
ChR2-expressing cells LHA V& or early neurons: these neurons
were those with an action potential evoked within <15 ms latency
(Buonomano, 2003), measured by a CUMSUM statistic; and (2)
laser-activated late neurons: these were those with an action
potential occurring after >15 ms latency. Also, to classify non-
LHAV8% neurons, we used the Kruskal-Wallis test as described
above. Neurons with no significant modulation were classified as
“unmodulated.”

Open Loop Stimulation With One Option
The front panel of an operant conditioning chamber (Med
Associates Inc., VT, USA) was equipped with a central port and
a sipper, where individual licks were registered by a contact
lickometer (Med Associates Inc., VT, USA). To determine the
best stimulation parameters to induce feeding behavior, a group
of naive mice had free access to sucrose 10% solution. For
open loop stimulation, mice were opto-stimulated by alternating
blocks of 5min “off” and 5min “on” across a 40-min session
(Nieh et al., 2016). During opto-stimulated blocks, the laser was
turned “on” regardless of the mice’s behavior and spatial position
in the chamber. A different opto-stimulation frequency (0, 2.5, 5,
10, 20, and 50 Hz) was delivered daily. The laser-bound feeding
index was measured as the number of licks in a 2.5-s window
from laser onset divided by the total licks in the session, hereafter
named laser-bound feeding, and it was plotted as a function of
laser frequency.

Prestimulation Task

A group of naive mice was placed in an operant conditioning
chamber with a central port. A door blocked the access to
the sipper during the first 15 min (prestimulation period). Each
mouse was opto-stimulated with all prestimulation protocols (0,
5,10, and 15 min) following a Latin square design. Then, the door
was opened, and a 10% sucrose solution was available during
the next 15 min. During the prestimulation period, the laser was
turned on for 2 s and off for 4 s.

Open Loop Stimulation With Three Options
To determine whether opto-stimulation of LHA GABAergic
neurons drives the intake with a bias toward the most palatable
stimulus available, a new group of naive mice was tested in
an open loop stimulation task (alternating 5min no-laser and
5min “on” (2s on, 4s off) blocks across a 40-min session).
The operant chamber was equipped with three ports, where
mice had free access to water (central sipper), a 3% sucrose
solution (left sipper), and an 18% sucrose solution (right sipper).
Lateral sippers were counterbalanced across animals. This task
comprises four baseline sessions (with no photostimulation, data
not shown), and 11 test sessions were pooled together. The
number of licks given to the sipper filled with sucrose 18%, across
the 11 sessions, was also plotted.
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For this experiment, we video tracked the mouse’s distance
and head angle relative to each of the three sippers. The sippers’
position and the animal’s three anatomical points, the nose, the
neck, and the tail’s base, were extracted using the DeepLabCut
Python package (Mathis et al., 2018; Nath et al., 2019). We define
the mouse position as the coordinates (x and y) for the nose,
whereas the head direction was a two-dimensional vector going
from the neck to the nose. For each video frame, the distance to
each sipper was calculated (in pixels), as well as the angle between
the head direction and position of each sipper (in degrees). An
angle of 0° means the mouse is looking at the sipper, and 180°
means the mouse is facing the opposite direction. For distance
measuring, 100 pixels correspond to ~6 cm. The mouse position
and direction were extracted from the train of the stimulation’s
first laser pulse, and the following 6-s window was analyzed to
find out if the mice initiated a licking behavior at any of the three
sippers. Then, we built a two-dimensional array containing the
probability of licking any sipper given the mouse’s distance and
angle during the first laser of each opto-stimulation train.

Open Loop Stimulation in an Open Field
With Chow, High-Fat Diet, or Granulated
Sugar Cube

A new group of animals was placed in the circular arena’s center
(50 cm in diameter). Three or two food plates were equidistant
to each other, and each contained either chow, high-fat diet, or
granulated sugar cube. Mice were opto-stimulated by alternating
5 min block with no-laser and 5 min laser block across the session
(20 min). In open loop, the laser was turned “on” regardless of the
mice’s behavior and spatial position in the arena. All sessions were
recorded and analyzed with Bonsai software (https://open-ephys.
org/bonsai). We calculated the mouse’s centroid at each frame
and used that information to create a heatmap of its position.
The distance of the mouse’s centroid from each stimulus was
computed. A food interaction occurred when the distance was
below 60 mm, and the animal stayed there for at least 1s. Food
plates were weighed at the beginning and end of each session.

Closed-Loop Stimulation With Three
Options

To evaluate whether activation of LHAV#" neurons induces
preference for the most proximal stimulus, we used a closed-
loop stimulation protocol (in the same mice from Open loop
stimulation with three options), over 11 additional sessions
(40 min each). As noted above, mice were placed in an operant
conditioning chamber with three ports (water, central sipper; 3%
sucrose solution, left sipper; 18% sucrose solution, right sipper).
Photostimulation was delivered when the subject made a head
entry in the central port (containing a sipper filled with water),
laser was turned on by 2s followed by a time out of 4s (where
the laser could not be reactivated), and after this, a new laser
onset (2s “on”) occurred when mice performed a new head entry.
Thus, in this experiment, the less palatable stimuli (water) was
the nearest to opto-self-stimulation. During photostimulation,
sucrose preference index was measured as the number of licks

TABLE 1 | Protocol used for closed-loop stimulation with the central port stimulus
replaced.

Stimuli in the central port Sessions tested

Last 5 sessions of the closed
loop (Figure 7)

Water

Extinction (no opto-stimulation) 4
Water

Empty sipper
Water

0.04% Quinine
Airpuff
Unavoidable airpuff

AW DA DO W W

Sucrose 18% (water was placed in
the sucrose 18% port)

of 18% sucrose divided by the total licks for sucrose 18% + water.
Values higher than 0.5 indicate sucrose preference.

To evaluate the laser-bound feeding development across the
sessions, we correlated laser-bound feeding during open loop
stimulation sessions vs. closed-loop stimulation for the first three
and the last five sessions.

Closed Loop in an Open Field

In a circular arena, four stimuli were located equidistant to each
other: wood cork, chow, chocolate pellets, or a sipper filled with a
10% sucrose solution. During the session, a homemade computer
vision program tracked in real-time the position of the subject.
Each mouse needs to enter the designated area to receive opto-
self-stimulation (2s laser on and 4s off). Mice need to leave
and re-enter the designated area to begin a new trial. Only one
designated area was used per session, and it remained in the
same position for up to three or four consecutive sessions. Each
session’s duration was 40 min (mice were the same as those used
in previous task).

Closed-Loop Stimulation With Different
Options in the Central Port

For the same group of mice used in Closed-loop with three
options, on subsequent days, the central ports stimulus was
replaced across 28 sessions, following the protocols described in
Table 1.

Closed-Loop Stimulation Task With One
Option

Mice were put in a smaller and custom-made box with 18 x
13 x 7.5cm internal dimensions. The front wall was equipped
with one single sipper and a contact lickometer with a V shape to
register individual licks. First, mice were tested, for 3 days, with
a 0.04% quinine solution under sated state (fed mice) and then
for three more days under a 23-h water-deprived condition, each
session lasting 20 min. Then, mice were tested for 2 days with a
sipper filled with 18% sucrose, in a sated state, and then two more
days in a water-deprived condition. Opto-self-stimulation (2 s on
with a time out of 4s, where the laser could not be activated)
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TABLE 2 | Protocol for opto-self-stimulation in a brief access test.

Laser on Time on (2) (s) No. of sessions
(30 min each)
Al trials 2 6
Water trials 2 3
Sucrose 3% trials 2 3
Sucrose 18% trials 2 3
All trials 7 4
Water trials 7 3
Sucrose 3% trials 7 3
Sucrose 18% trials 7 3
Mock laser (sucrose 3% trials)* 7 3

*For mock laser sessions, mice were connected to a false fiber optic, whereas the real
laser was glued outside the skull to emit blue light.

was delivered when mice made a head entry in the central port.
Water-deprived mice had access to ad libitum water for 1h after
the session ended.

Opto-Self-Stimulation During a Brief

Access Test

To evaluate whether activation of GABAergic neurons enhances
oromotor palatability responses, we performed a brief access test
with a new group of mice over 31 sessions. The behavioral setup
conditions were the same as described above, and as tastant
solutions, we used water, sucrose 3%, and sucrose 18% (delivered
in a semirandom order). The trial structure was similar, but this
time to start a new trial, each mouse was required to introduce
its head into the central port to turn “on” the laser. Then, a dry
lick was elicited to start the reward epoch (7's). Each head entry
triggers the laser onset for 2's “on” (or in different sessions for 7 s
“on”; see Table 2). At the end of the session, mice had access to
ad libitum water for 1 h. Protocols are described in Table 2.

In addition, to verify that LHA GABAergic neurons were
capable of sustained activation over 7 s of opto-stimulation, we
plotted the peristimulus time histograms (PSTH) of pLHA V&,
non-LHA V8%, and unmodulated neurons using the same method
previously described.

Data Analysis

All data analysis was performed using MATLAB (The
MathWorks Inc., Natick, MA) and GraphPad Prism (La
Jolla, CA, USA). We used the mean £ SEM and the « level
at 0.05.

RESULTS

Initially, we determined the optimal stimulation parameters to
activate LHA GABAergic neurons. This was accomplished by
implanting an optrode in naive mice that constitutively expressed
ChR2, fused with an enhanced yellow fluorescent protein (EYFP)
in GABAergic neurons expressing the gene for the vesicular y-
aminobutyric acid transporter (hereafter referred to as VGAT-
ChR2 mice) (Zhao et al., 2011; Figures 1A,B). We found that

a laser stimulation of 50 Hz (10 ms width) evoked the strongest
LHA neuronal responses (Figures 1C-F; Gigante et al., 2016).
Unless otherwise mentioned, this frequency was used for all
subsequent experiments.

LHA Neurons Encode Sucrose’s Oromotor

Palatability Responses

In rats, previous electrophysiological studies suggest that
ensembles of LHA neurons process palatability-related
information (Norgren, 1970; Schwartzbaum, 1988; Yamamoto
et al., 1989; Li et al, 2013). Based on these results, we then
asked whether LHA neurons could provide information about
sucrose’s palatability using a behavioral task with only palatable
stimuli (i.e., AS, water, sucrose 3 wt%, and sucrose 18 wt%).
To this end, taste responses were recorded from a total of 284
LHA neurons, while VGAT-ChR2 mice performed a brief access
test (Figure 2A). To uncover palatability-responsive neurons,
we analyzed neuronal activity using a previously described
“best-window analysis” (Villavicencio et al., 2018) (see section
Materials and Methods). This strategy detects the optimal
interval, where the firing rate best correlates with the sucrose’s PI
computed as the average lick rate (or bout size), on a session-by-
session basis, evoked by each gustatory stimulus in the reward
epoch (Figure 2B; one-way ANOVA, F3 193) = 10.35, p < 0.0001;
Supplementary Figure 2A; one-way ANOVA, F3 19g) = 2.926, p
< 0.05). Figure 2C depicts the responses of two representative
LHA neurons: As expected, we found one whose activity
increased as the sucrose concentration increased (positive
Pearson’s correlation, r = 0.87; Figure 2C, left), and the other
was negatively associated with palatability oromotor responses
evoked by sucrose (r = —0.64; Figure 2C, right). Figure 2D
shows the normalized activity exhibiting either positive (59/284
neurons, 21%) or negative correlations (76/284, 27%) with the
PIL. Also, qualitatively similar results were found using the bout
size to compute the PI (Supplementary Figure 2B). Thus, these
data confirmed that the LHA mice’s neurons exhibit palatability-
related responses, and this activity can be either correlated or
anticorrelated with the sucrose solution’s P1.

Dynamic Tracking of Palatability Over the

Entire Course of a Behavioral Session

Having demonstrated that LHA neurons encode sucrose’s
palatability-induced oromotor responses, we then explored
whether LHA palatability-related neurons can dynamically adjust
their responses to track the changes in sucrose’s palatability
across the session when the animals would approach satiation.
We found that the lick rate declined across the session as a
function of sucrose’s palatability (Figure 2E; RM ANOVA, main
effect of stimuli, F3402) = 163.7, p < 0.0001; effect of time,
F9,1206) = 100.4, p < 0.0001; and stimuli by time interaction,
Foy3618) = 16.54, p < 0.0001). Briefly, early in the session,
animals licked more for all stimuli, but as the session progressed,
the lick rate declined, especially for AS and water but not for
sucrose (3 and 18%), indicating that they tracked palatability
responses rather than satiety (Figure 2E). Similar to what we have
shown in the nucleus accumbens shell (NAcSh) (Villavicencio
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FIGURE 1 | The 50-Hz stimulation evoked the largest LHA neuronal responses. (A) Representative location of an optrode in LHA of VGAT-ChR2 mice. (B) Confocal
images from LHA immunostained for GFP (green), GAD67 (red), and DAPI (blue). Arrows indicate the colocalization of ChR2-EYFP and GAD67 (see merged). (C)
Schematic of optrode recordings in LHA during control trials (with no-laser) and opto-stimulation at 2.5, 5, 10, 20, and 50 Hz delivered randomly. In each trial, the laser
had a cycle of 2s on and 4 s off. (D) Representative raster plots of two neurons recorded in LHA. The first one was activated (left panel), and the second inhibited
(right panel) during opto-stimulation. Spiking responses were aligned (time = 05s) to the first laser pulse. Black ticks depict action potentials and blue marks laser
pulses. Below are the corresponding PSTHs (firing rates, Sp/s). Red and blue ascending gradients indicate the frequency of stimulation [see (E) for the color bar].
Black trace represents activity during control trials without laser. Vertical black lines indicate laser onset (time = 0's) and offset (time = 2 s), respectively. (E) Normalized
Z score population responses of LHA neurons recorded from n = 5 VGAT-ChR2 mice. Red and blue colors depict activated or inhibited responses, respectively,
relative to baseline (—1 to 0s) and thickness, and gradient colors indicate higher stimulation frequencies. Black trace illustrates neural activity during control trials for all
recorded neurons (n = 186). (F) Percentage of neurons recruited as a function of stimulation frequency.
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et al, 2018), a brain region that sends outputs to LHA and
is involved in feeding and also contains palatability-related
neurons (O’Connor et al.,, 2015; Villavicencio et al., 2018), we
also found that the LHA neuron’s firing rate (either increasing
or decreasing neurons) adjusts across the session to reflect
sucrose’s palatability (Figure 2F). These data indicate that within

the session, as the animals approach satiety, the responses of
the palatability-related neurons tracked the rapid decline in the
lick rate mainly for the two less palatable stimuli (i.e., AS and
water) but not for the higher sucrose concentration (sucrose 3
and 18%), suggesting these neurons are tracking palatability and
no satiety.
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FIGURE 2 | LHA neurons process palatability-related information. (A) Brief access taste setup depicting a behavioral box equipped with a computer-controlled
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first dry lick (black line) enables the 7-s reward epoch. During this period, in each lick (red), a drop of the four tastants was randomly delivered. After the reward epoch,
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FIGURE 2 | the sipper was retracted for an intertrial interval (ITl) of 3s and then re-extended to start a new trial. (B) Average lick rate during the entire reward epoch,
reflecting greater palatability as a function of sucrose concentration. * Indicates significant difference (p < 0.05) among the stimuli. Using one-way ANOVA followed by
the Holm-Sidak test. (C) Representative raster plot of two LHA neurons recorded while mice performed a brief access test. Spikes are plotted as black ticks, whereas
licks for each tastant are color-coded (green, AS; blue, water; orange, sucrose 3%; red, sucrose 18%). Below are the corresponding peristimulus time histograms
(PSTHSs) of lick rate (licks/s) and firing rate (spikes/s; Sp/s) as a function of trial type. Neuronal responses were aligned (time = 0's) to the first rewarded lick. The brown
rectangles depict the “best” window with the maximum Pearson correlation coefficient between firing rates and sucrose’s palatability index (Pl). The left and right raster
plots displayed two neurons with a positive and negative correlation, respectively. (D) Z score normalized activity (relative to AS trials) for LHA neurons with either
positive or negative correlation against Pl (red circles). (E) Population PSTHs of the lick rates given in the reward epoch as a function of trial type, divided into blocks of
10th percentiles of trials each. (F) Population PSTHs of the firing rate during the reward epoch of the palatability-related neurons across the session for each trial type.

The left panel depicts neurons that fired more to higher sucrose concentrations [positive sucrose’s palatability correlation; (D) yellow], whereas the right panel
illustrates neurons with decreasing firing rates as the sucrose concentration increased [i.e., negative correlation with sucrose’s palatability; (D) purple].

A Subpopulation of Opto-ldentified
LHAV9at+* Neurons Encodes Sucrose’s
Palatability

To identify LHAV8" neurons from our recordings, we opto-
stimulated the same mice recorded in the brief access test
seen in Figure2. We verified the stability of the waveforms
between tasks (i.e., brief access test and optotagging), and we
only included single units with stable waveforms in the analysis
(see section Materials and Methods; Supplementary Figure 1).
Figure 3A displays the setup and the normalized (Z score)
activity of laser-activated neurons (48%; 137/284) (for details, see
section Materials and Methods). Since these neurons may include
ChR2-expressing cells and other LHA neurons modulated by
indirect polysynaptic feedback of afferent fibers from other
areas in the brain (Nieh et al., 2015), we decided to name
them putative LHA V8 (pLHAV8) neurons. Note that pLHA V8
neurons comprise the ensemble recruited by the optogenetic
stimulation of LHA GABAergic neurons, suggesting they convey
similar information. Therefore, we next evaluated whether
pLHAV8% neurons were correlated with sucrose’s palatability.
In total, 50% (69/137) of laser-activated neurons exhibited
responses that were significantly palatability related; specifically,
34% showed a positive correlation (46 out of 137), whereas
17% (23 out of 137) had a negative correlation with sucrose’s
palatability (Figure 3B; positive vs. negative chi-square test(; 574
= 10.25, p < 0.01). Figure 3C shows the population activity of
pLHAVgat neurons with either a positive (yellow) or negative
(purple) Pearson’s correlation coefficients with the PI (red).
Furthermore, from all recorded LHA neurons that encode
sucrose-induced oromotor palatability responses with a positive
correlation (n = 59, see Figure2D), we found that more
than 78% (46/59) belonged to the pLHAV#' (Figure 3D). In
contrast, only 30% (23/76) of pLHA V8% neurons were negative
palatability related (Figure 3D; positive vs. negative chi-square
test(;,135) = 30.25, p < 0.0001). Similar results were found when
we analyzed the laser-activated late neurons (hereafter named
late neurons) from the pLHAV8! population. These neurons
exhibited a delayed laser-evoked action potential with a slow
latency (>15ms), n = 66 (see Supplementary Figure 3A). We
compared the proportion of late neurons against all palatability-
responsive neurons recorded in the LHA and found that 41%
(24/59) belonged to the positive palatability-related population,
and only 8% (6/76) were negative palatability-related neurons
(Supplementary Figures 3B,C; chi-square test(; ;35 = 20.65,

p < 0.0001). Thus, pLHA"# encode sucroses palatability with
a biased toward positive correlations.

To confirm the identity of LHAY8%*" neurons, we searched
for neurons in which a brief pulse of light evoked an action
potential with an early latency (<15ms) that would reflect the
expression of ChR2 in their somas (Buonomano, 2003). In total,
from the pLHA V8 population, 52% (71/137) neurons exhibited
an early response to blue light (Figures3E,F), suggesting
that these pLHAVY8% neurons were LHAV8* neurons. We
found that over half of the identified LHAV8** neurons,
55% (39/71), were involved in encoding sucrose’s oromotor
palatability, and the remaining (45%) were unmodulated by
sucrose. From the LHA neurons related to sucrose’s oromotor
palatability, 31% of LHAV8'" neurons positively correlated
with sucrose’s palatability (22/71), and 24% were anticorrelated
(17/71) (Figure 3G; positive vs. negative chi-square test(; j42) =
0.88, p = 0.34). The LHAV8*"* neuronal responses with positive
and negative Pearson’s correlation coefficients with lick-related
palatability responses are seen in Figure 3H. Once again, we
compared the proportion of opto-identified LHAV8%*+ neurons
against all palatability-responsive neurons recorded in the LHA.
We found a trend to encode sucrose’s palatability in a positive
rather than negative manner. That is, 37% (22/59) of LHAV8+
neurons belonged to the positive palatability-related population,
whereas only 22% (17/76) were negative palatability-related
neurons (Figure 3I; positive vs. negative chi-square test(; 135y =
3.59, p = 0.057). Altogether, these data suggest that LHA Y8+
neurons tend to encode sucrose’s palatability in a positive rather
than in a negative manner. More importantly, our data agree with
the idea that the LHAV8%" neurons comprised heterogeneous
subpopulations with different functional responses (Jennings
etal, 2015).

Non-LHAV9at Neurons Negatively Encode

Sucrose’s Palatability

In contrast, we found that 25% of the LHA neurons exhibited
a laser-induced inhibition (70/284, non-LHAY#! neurons,
Figure 3], blue trace), and the remaining 27% (77/284) were
unmodulated during blue light stimulation (Figure 3], black
trace). Unlike pLHAVgat neurons, only 7% (5 out of 70)
of the non-LHAV&" neurons showed a positive correlation,
whereas the vast majority, 36% (25 out of 70), had a negative
correlation with sucrose’s palatability (Figures 3K,L; positive vs.
negative chi-square test(; 149y = 16.97, p < 0.0001). These results
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FIGURE 3 | A subpopulation of LHAY92+ neurons encodes sucrose’s palatability. (A) To confirm the LHAY9a'+ neurons’ identity after the brief access test, we
performed laser opto-stimulation in a cycle 2's on (at 50Hz) and 10s off over 15 min session. In this phase, mice had no access to the sipper (above panel). Below,
the normalized Z score population activity of all 284 LHA neurons recorded from three VGAT-ChR2 mice. Responses were aligned to the laser onset (time = 0's),
relative to baseline (—1 to 0's) activity. The red line depicts the responses of activated putative pLHAY98! neurons. (B) Percentage of laser-activated pLHAV%#™* neurons
whose activity (in the brief access test) also positively or negatively correlates with sucrose’s Pl. *p < 0.01, chi-square. (C) Z score activity (relative to AS) for all
activated pLHAY9®! neurons and its correlation with the sucrose’s Pl. (D) Percentage of positive or negative laser-activated palatability-related neurons. *p < 0.0001,
chi-square. (E) PSTH of identified (opto-tagged) LHAY®2+ neurons exhibiting early evoked responses (i.e., ChR2 expressing cells). (F) Histogram of opto-tagged
LHAV9t neurons with evoked early responses (latencies <15 ms) from laser onset. (G-I) The same conventions as in (B-D), but for opto-tagged LHAY9a"+ neurons
encoding sucrose’s palatability. (J-M) Non-LHAY%! neurons that negatively encode sucrose’s palatability. (J) Blue and black traces correspond to inhibited
(non-LHAY9at+ neurons) and unmodulated responses, respectively. Same conventions as in (A). (K-M) The same conventions as in (B-D). *o < 0.001, chi-square.

suggest that non-LHAV#' neurons (perhaps glutamatergic — optogenetic stimulation should promote increased sucrose
Vglut2 neurons) preferentially encode sucrose’s palatability with  intake. To characterize its impact on sucrose intake, we used an
negative correlations (Figure 3M; positive vs. negative chi-square  open loop optogenetic stimulation involving 5-min blocks with

test(y,135) = 11.46, p < 0.001). laser and no-laser stimulation, while naive VGAT-ChR2 mice had

. . Vgat+ . ad lib access to a sipper filled with sucrose 10% (Figure 4A). We
Activation of LHA Neurons Drives analyzed the intake as a function of laser frequency (Figure 4B;
Sucrose Intake two-way ANOVA, frequency by blocks interaction, F(3596) =

If a subpopulation of LHA GABAergic neurons preferentially — 2.268, p < 0.01); a post hoc test uncovered that in the first three
encodes sucrose’s palatability by increasing firing rates, its  blocks with laser, 50 Hz stimulation induced a significant increase
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FIGURE 4 | In sated VGAT-ChR2 mice, 50 Hz stimulation of LHAY93"+ neurons induced the greatest intake of sucrose. (A) Behavioral setup for open loop stimulation,
where the laser was turned on regardless of the mice’s behavior. The box was equipped with a central sipper, where mice had free access to 10% sucrose. Open loop
stimulation comprised 5 min block without laser followed by opto-stimulation for 5min, in a cycle 2's on and 4 s off, during a 40-min session. VGAT-ChR2 (n = 3) and
WT (n = 5) mice received stimulation of only one of the following frequencies in ascending order per session: 0, 2.5, 5, 10, 20, and 50 Hz. (B) Opto-stimulation of
LHAV9a* neurons induced sucrose (10%) intake in a frequency-dependent manner that peaked at 50 Hz. * Denotes statistically significant difference (o < 0.001)
between non-laser and laser-stimulated blocks at 50 Hz. Besides mice being sated, the lower intake at 0 Hz could be due to the lack of experience drinking in the
novel box. (C) Representative raster plot of open loop stimulation from a VGAT-ChR2 mouse at 50 Hz. Lick responses (red ticks) were aligned to laser onset (blue
rectangles, opto-stimulation period). The laser-bound index was the number of licks within 2.5 s from laser onset (dashed blue rectangles) divided by total licks. (D)
The laser-bound feeding index of VGAT-ChR2 increased as a function of the laser frequency. *Indicates significant difference from WT mice (p < 0.01). Using a
two-way ANOVA followed by the Holm-Sidak test. In this and other figures, data represent mean + SEM.

in sucrose intake (Figure 4B; blocks 2, 4, and 6) compared with
the previous blocks of no-laser (Figure 4B; p < 0.001; blocks 1,
3, and 5). Figure 4C shows a raster plot for licking responses
of a representative open loop session. At 50 Hz, we found that
feeding (licking) was elicited within a 0.72 £ 0.03-s latency from
laser onset, and it abruptly stopped (0.27 £ 0.1s) after laser
offset (see blue dash rectangles). VGAT-ChR2 mice exhibited
an increase in the laser-bound feeding as the laser frequency
increased (Figure 4D; two-way ANOVA, group by frequency
interaction, F(s36) = 12.86, p < 0.0001). Thus, to induce sucrose
intake, LHA V& neurons require continued activation. Our data
then confirmed that 50 Hz is the best stimulation frequency to
drive neuronal responses and sucrose intake.

LHAV92* Neurons Do Not Induce a
Persistent Hunger State

A previous study showed that brief optogenetic stimulation of
“hunger-inducing” AgRP neurons in the arcuate nucleus before
food availability promotes consummatory behavior that persists
for several minutes in the absence of continued AgRP neuron
activation (Burnett et al., 2016; Chen et al., 2016). Based on
this study, we tested whether the prestimulation of LHAV#3"
neurons could evoke a similar hunger state. Unlike AgRP
neurons (Burnett et al., 2016; Chen et al., 2016), prestimulation
of LHAV&™ neurons failed to evoke and sustain subsequent
sucrose intake (see Supplementary Figure 4; two-way ANOVA,
group by prestimulation protocol, F(355) = 0.50, p = 0.68). Our
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FIGURE 5 | Open loop stimulation of LHAY9a'+ neurons biases consumption toward the most palatable tastant and reinforces intake during opto-stimulation. (A)
Behavioral protocol. Sated mice (n = 6 WT and n = 12 VGAT-ChR2) were located in an operant box equipped with three ports. The left port contained sucrose 18%,
the central port water, and the right port sucrose 3%, counterbalanced across individuals. For details of the open loop, see Figure 4A. (B) Left and right panels,
number of licks for each gustatory stimulus for WT and VGAT-ChR2 mice. Note that the VGAT-ChR2 mice increased consumption of the most palatable stimulus
available (sucrose 18%) mainly in opto-stimulated blocks (blue rectangles), while it decreased intake in blocks without laser. (C) Mean licks for sucrose 18%, during
blocks with laser on and off from WT and VGAT-ChR2 mice. Black squares show the total licks given for each group. (D) Licks for sucrose 18% during blocks with or
(Continued)
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ANOVA followed by the Holm-Sidak test.

FIGURE 5 | without laser across days. *Indicates a significant difference (o < 0.0001) between laser and no-laser blocks. #p < 0.0001 statistically significant
difference between sucrose 18% and the other stimuli. “p < 0.01 between WT and VGAT-ChR2 for sucrose 3%; 7‘p < 0.01 higher intake of water of VGAT-ChR2
compared with WT; ¥p < 0.0001 higher consumption of VGAT-ChR2 compared with WT for sucrose 18% during blocks with laser. Using a two-way ANOVA and RM

results suggest that feeding occurs while LHAV#™" neurons are
active (Figure 4C), but they do not induce a persistent hunger
state as AgRP neurons do (Chen et al., 2016).

Open Loop Activation of LHAV92%* Neurons
Drives Intake of the Highest Sucrose

Concentration Available

To test whether activation of LHAV#' neurons promotes
the intake of the most palatable available stimulus, naive WT
and VGAT-ChR2 mice were opto-stimulated in an open loop
protocol, with access to three adjacent ports containing water,
sucrose 3%, or sucrose 18% (Figure5A). As expected, both
WT and VGAT-ChR2 mice preferred sucrose 18% over water,
and sucrose 3% (Figure 5B; WT: two-way ANOVA main effect
tastants; F(y1560) = 543.3, p < 0.0001; VGAT-ChR2: F(; 3 144)
= 983, p < 0.0001). However, we found that sated VGAT-
ChR2 mice increased their intake of 18% sucrose mainly during
the laser-activated blocks compared with controls (Figure 5B,
right; two-way ANOVA group by laser block interaction F(7,1 568)
= 31.86, p < 0.0001) and rarely licked in the absence of
stimulation (Figure 5C). In this regard, VGAT-ChR2 mice seem
to counteract the evoked sucrose intake by voluntarily restraining
consumption in the no-laser blocks (blocks 3, 5, and 7), resulting
in no significant differences between groups in the total intake
of 18% sucrose (Figure 5C, see black squares; unpaired Student’s
t-test, t(19) = 1.512, p = 0.1320). A between-days analysis
revealed that the evoked 18% sucrose intake began from the first
stimulation day (Figure 5D; RM ANOVA laser blocks, F(j7)
= 64.64, p < 0.0001), although sucrose consumption ramps
up throughout the days (Figure 5D; RM ANOVA main effect
days, F(10220) = 2.169, p < 0.05). This suggests that LHA V8"
neurons, rather than inducing hunger per se, induced a learning
process that potentiates the intake of the most palatable stimulus
and confines consumption mainly in the presence of opto-
stimulation.

The small increase in water and sucrose 3% intake
observed during opto-stimulation of LHA V83" neurons could be
explained by random stimulation near those tastants (Figure 5B,
right panel). Accordingly, we found in laser blocks 2, 4, and 6a
significant increase in water and sucrose 3% in the VGAT-ChR2
mice compared with the WT mice that completely neglected
those tastants (Figure5B, "p < 0.05 for sucrose 3%; 'p <
0.05 for water). We hypothesize that this additional intake
can be attributed to trials where laser activation occurred near
these less palatable stimuli. To answer this, we employed a
videography analysis (Figures 6A,B). When opto-stimulation
occurred in the distance minor to 50 pixels (~3 cm, see section
Materials and Methods) relative to sucrose 3% or water ports, the
licking probability increased significantly after opto-stimulation
(Figure 6B; sucrose 3%: F(9 155y = 29.33, p < 0.0001; water: one-
way ANOVA; Fg 53 = 12.74, p < 0.0001). The angle of the

head was less informative (Figures 6C,D; sucrose 3%: F(;7,147)
= 0.71, p = 0.78; water: one-way ANOVA; F(y7145 = 0.96, p
= 0.49; sucrose 18%: one-way ANOVA; F(17153 = 0.49, p =
0.95). Conversely, since mice are naturally attracted to the most
palatable tastant, they spent more time near the lateral port
with 18% sucrose, increasing their overconsumption (Figure 6C,
Supplementary Video 1). Moreover, we observed that for the
sucrose 18% port, even when the mouse position was twice as
far (i.e., 6 cm) from the sucrose 18% port, the licking probability
increased significantly (Figure 6B, right panel; one-way ANOVA,
Fo,161) = 82.87, p < 0.0001). These data are consistent with
a study showing that opto-stimulation of LHAV8* neurons
promotes the intake of the nearest stimulus (Nich et al., 2016)
but further demonstrates that the most palatable stimulus has
nearly twice the distance of attraction than the other less
palatable options.

Open Loop Activation of LHAV92t* Neurons
Also Increases the Time Spent and Drives
the Intake of the Most Palatable Solid Food

Available

We also explored whether LHA GABA neurons could induce the
intake of the most palatable solid food available. Thus, using an
open loop protocol, we opto-stimulate these neurons while mice
choose among different solid foods. We found that optogenetic
activation of LHAV8™ neurons increased the time spent near
the most palatable food available. VGAT-ChR2 mice spent more
time near the high-fat diet than the granulated sugar cube or the
chow food pellet, relative to the WT group. Also, the intake of
transgenic mice was higher for high-fat diet than the other food
stimuli (see Supplementary Figure 5, Supplementary Video 2;
time spent: one-way ANOVA, F(5306) = 38.52, p < 0.0001;
intake: one-way ANOVA, F 5 535) = 68.76, p < 0.0001); however,
both WT and VGAT-ChR2 mice consumed similar amounts
of high-fat diet (p = 0.0985), perhaps because it is a highly
palatable food. When mice were able to choose between a sugar
cube and a chow pellet, now the activation of these neurons
increased the time spent and consumption of sugar cube over
chow (see Supplementary Figure 6, Supplementary Video 3;
time spent: one-way ANOVA, F;396) = 16.13, p < 0.0001;
intake: one-way ANOVA, F(39;) = 13.65, p < 0.0001). Our data
suggest that open loop stimulation of LHA GABAergic neurons
promotes the attraction to and the intake of the most palatable
food available.

Closed-Loop Stimulation of LHAV9at*
Neurons Drives the Intake of the Nearest
Appetitive Stimuli

To further test the idea that LHAV8* neurons could induce
a preference for a proximal (but less palatable) stimulus over
a distal one with higher hedonic value, we used a closed-loop
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FIGURE 6 | Licking probability increased as a function of distance. (A) Schematics for video tracking (see Materials and Methods). We calculated the distance and the
head angle between the mouse’s nose and each of the three sippers containing sucrose 3%, water, or sucrose 18% for each laser onset. (B) It depicts the probability
that laser onset evoked licking as a function of the mouse’s distance relative to each sipper. (C) Polar plots depict the licking probability after laser onset, given the
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FIGURE 6 | distance and angle of the mouse relative to a licking sipper. At the onset of each laser stimulation, we computed the head angle and distance relative to
each sipper, and in the following 6-s window, we tally if the mouse licked to any sipper. We normalized by dividing the number of times licking was elicited by the
number of first lasers occurring on those coordinates. The drawing of the mice’s head illustrates that if a mouse was facing toward the sipper, the angle is 0°, in a
perpendicular position (90°), or 180° if it was looking in the opposite direction. (D) The probability of licking after laser onset vs. the angle between the head direction
and the sipper. * Indicates significantly different (o < 0.001) from all other distances. One-way ANOVA followed by the Holm-Sidak test.

stimulation protocol. That is, the same mice (from Figure 5)
were photostimulated, but here the laser was triggered by
each head entry in the central port (i.e., opto-self-stimulation).
This closed-loop configuration guarantees that stimulation only
occurs proximal to water, the least palatable stimulus of the
three in the box (Figure 7A, right). We found that activation
of LHAV8%+ neurons is rewarding since transgenic mice visited
the central port significantly more and performed a higher
number of opto-self-stimulations than the WT mice (Figure 7B;
unpaired Student’s ¢ test, f(195) = 12, p < 0.0001). Surprisingly,
the total number of licks in the session seen in Figure 7C
shows that during closed-loop stimulation, the VGAT-ChR2
mice explored and consumed more water than the WT mice
(two-way ANOVA group by tastants interaction, F(, 535y = 13.09,
p < 0.0001, post hoc test at water, p < 0.0001). Note that
in both open loop and closed-loop protocols, the WT and
VGAT-ChR2 mice exhibited, at the end of the session, similar
number of licks for 18 wt% sucrose (Figure 7C; two-way ANOVA
group by protocol interaction, F(j391) = 2.172, p = 0.1414).
That is, the total licks for sucrose 18% were not significantly
different between groups, suggesting that these neurons do not
interfere with the overall attractiveness of sucrose. However, by
counting the number of licks given when the laser was turned
on (in a 2.5-s window from laser onset—see Figure 7D), we
uncovered a striking change in preference. As noted, in the open
loop, the VGAT-ChR2 mice exhibited a higher preference for
sucrose 18 wt%, over both sucrose 3 wt% and water. Now, in
the closed-loop protocol, the same transgenic mice consumed
more water compared with WT (two-way ANOVA group by
tastants interaction, F(y585) = 12.18, p < 0.0001, post hoc test
at water, p < 0.0001), and the consumption of water was about
the same as sucrose 18% (p = 0.8731, n.s.; Figure 7D). The
increase in water intake was selective to the photostimulation
window since the transgenic mice only drank sucrose 18%,
and neglected water when the laser was turned off (see arrow
in Figure 7E; two-way ANOVA group by tastants interaction,
F 585 = 64.16, p < 0.0001, post hoc test at water vs. sucrose
18%, p < 0.0001). Thus, LHAV8™ neurons could promote
water intake, but only when it is the nearest stimulus. The
sucrose preference index (Figure 7F) showed that during the
open loop, all VGAT-ChR2 mice preferred sucrose 18% over
water (Figure 7F; values >0.5 and near to 1), whereas in the
closed-loop protocol, when water was the nearest stimulus, most
mice (n = 9 out of 12) significantly diminished their sucrose
preference (Figure 7F, see the drop in preference index; paired
Student’s t-test, tsg) = 7.98, p < 0.0001). From these nine
animals, six exhibited a higher preference for water over sucrose
18% (preference index values <0.5; Supplementary Video 4).
Figure 7G shows the color-coded location of fiber optic tips

in each VGAT-ChR2 mice plotted in Figure 7F. However, the
location of the optical fibers does not explain the variability
in preference. Perhaps the variability is due to different
behavioral strategies used by each mouse. Nevertheless, the
large variability in the drop of sucrose preference resembles
the findings with sweet-induced facilitation by electrical ICSs
(Poschel, 1968). These data suggest that LHA Y8+ neurons drive
consummatory behavior by integrating the stimulus proximity
and hedonic value.

After Repeated Stimulation, the Correlation
Between Laser-Bound Feeding and

Self-Stimulation Strengthens

Previous studies have shown that after repeated LHA bulk
stimulation (either electrically or with optogenetic targeting
all cell types together), subjects switched from exhibiting
stimulus-bound feeding to only self-stimulating, indicating that
LHA-evoked feeding and reward could represent two distinct
processes (Gigante et al., 2016; Urstadt and Berridge, 2020).
Consequently, we explored whether laser-bound feeding changed
after repeated optogenetic stimulation. In contrast to previous
studies, we observed that laser-bound feeding induced by
LHAV8 neurons strengthened across sessions (Figure 8A,
first 3 days: r = 0.12, p = 0.69; last 5 stimulation days: r
= 0.63, p < 0.05), and after repeated stimulation, both opto-
self-stimulation and laser-bound feeding exhibited a robust
correlation (Figure 8B, first 3 days: r = 0.42, p = 0.16; last 5 days:
r=0.61, p < 0.05), suggesting that LHA-evoked feeding (licking)
involves a learning process (Sharpe et al., 2017) and that LHA
GABAergic neurons are a common neural substrate for feeding
and reward.

The “Stimulus Proximity Effect” Is Not
Restricted to Liquid Tastants, and It Also
Occurs With Chocolate and Chow Pellets

The “proximity effect” evoked by LHAV#" neurons was not
restricted to liquid tastants; it also applied to solid foods. In a real-
time place preference arena with four stimuli (Figure 9A), when
chocolate pellets or chow food was the designated food near opto-
self-stimulation of LHAY83* neurons, mice also increased the
time spent near those foods (Figure 9B; pellet: one-way ANOVA;
F(4,145) = 99.05, p < 0.0001; chow, F4 145 = 182, p < 0.0001) as
well as their intake (Figure 9C; pellet: unpaired Student’s ¢ test,
tes) = 3.234, p < 0.05; chow: unpaired Student’s ¢ test, t(g) =
3.651, p < 0.05) (see Supplementary Video 5). Thus, these LHA
GABAergic neurons reinforced the approach and exploration to
any, if not the most appetitive stimulus, that happened to be
proximal to the opto-stimulation.
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FIGURE 7 | If stimulation occurred near the less palatable stimulus, LHAY92+ neurons induced water intake despite sucrose. (A) For the open loop stimulation, the
laser was activated (2's on, 4 s off) regardless of behavior and mice position. The same mice and conventions as in Figure 5A. In the closed-loop configuration, the
laser was triggered by a head entry in the central port. (B) The number of laser activations during the closed-loop protocol. The VGAT-ChR2 mice self-stimulate more
than the WT mice. Each dot and triangle represent a single mouse. Unpaired t-test. (C) The total number of licks given for each stimulus during the entire session. In
the open loop, both mice groups licked more sucrose 18% than water or sucrose 3%. However, in the closed-loop configuration, the VGAT-ChR2 consumed more
water (0% sucrose) than the WT mice. (D) The number of licks evoked during 2.5 s after laser onset for each gustatory stimulus. (E) The number of licks when laser
was turned off for each gustatory stimulus. (F) The water-sucrose 18% preference index from VGAT-ChR2 mice during photostimulation was defined as the number of
18% sucrose licks divided by the total licks for sucrose 18% + water. Thus, values higher than 0.5 indicate sucrose 18%, and values lower than 0.5 indicate
preference for water. Some VGAT-ChR2 mice preferred water over sucrose. The horizontal black lines indicate mean preference in both stimulation protocols. Paired
t-test. (G) Fiber optic location in the LHA of VGAT-ChR2 mice. *p < 0.0001 indicates a significant difference from WT mice and stimulation protocols. #p < 0.0001
between sucrose 18% and the other stimuli. Two-way ANOVA followed by the Holm-Sidak test.

LHAV9at* Neurons’ Activation Is Rewarding  disconnected (Figure 10A). We observed a rapid decrease in
In the same WT and VGAT-ChR2 mice tested in the closed- the number of opto-self-stimulations (Figure 10B; extinction
loop configuration seen in Figure7, we went on to show phase, gray shadow). As expected, self-stimulation rapidly
that mice visited the central water port to opto-self-stimulate. ~ recovered when the laser was turned on again (Figure 10,
To do this, we performed extinction sessions with the laser ~ see water after extinction). Thus, LHAV#" neurons convey
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plots showing the relationship between laser-bound feeding (licks given during the 2.5 s window from laser onset relative to total licks in the session) in both open loop
and closed-loop tasks during the first 3 days (left panel) and the last 5 days of opto-stimulation of open loop vs. opto-self-stimulation of the closed-loop protocols
(right panel). (B) Likewise, after repeated activation, both opto-self-stimulations and laser-bound feeding (licking) showed a significant correlation. Scatter depicting the
average number of opto-self-stimulations vs. the laser-bound feeding observed in the closed-loop protocol.

a hedonically positive, rewarding signal (Jennings et al, an empty sipper (Figure10, empty sipper). Transgenic
2015). mice continued opto-self-stimulating at the same pace as

Vgat+ oo if water were still present in the central port. LHAV8*
LHA Neurons Also Promote Licking an  ginulation  evoked licking an empty sipper compared
Empty Sipper with WT mice (Figure 10C, unpaired Students t-test, t()
A previous study demonstrated that chemogenetic activation = 2.532, p < 0.05). Thus, LHAV8" neurons evoke an
of LHAV&" neurons increased gnawing to non-edible cork  imminent urge to express consummatory behavior even in
(Navarro et al, 2016). In the absence of other stimuli but the form of dry licking an empty sipper, a non-biological
cork, we also observed gnawing behavior in some mice, relevant stimulus, but only when it is the nearest stimulus
although we did not systematically study stereotypy (see  to photostimulation. This effect is perhaps also mediated by
Supplementary Video 6). Instead, we further explored an increase in the rewarding value of appetitive oromotor
this idea by replacing water, in the central port, with  responses per se.
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FIGURE 9 | Stimulation of LHAY93™ neurons is rewarding and biases the approach toward the nearest stimulus. (A) Different stimuli (plates containing cork, chow,
chocolate pellets, or a sipper filled with 10% liquid sucrose) were presented simultaneously in a circular arena. In this task, when mice cross a designated area
(dashed circles), the laser was turned on (2 s on; 4 s off) in a 40-min session. Thus, a mouse had to leave and re-enter the designated area to receive a new
opto-self-stimulation. Only one designated area was used per session, and it remained in the same position for up to three or four consecutive sessions. (B) Heatmap
and time spent from a representative WT (left panel) and VGAT-ChR2 mice (right panel), when the designated area was either the center, the pellet, or the chow (see
red circles for the currently designated zone). The color bar indicates the number of frames the subject was detected in a given pixel; higher values indicate it remained
in the same place for a longer time. Below, bar graphs depict the time spent in seconds exploring the designated area (within a radius of 5 cm). Each dot and triangle
represent a single individual. Though mice normally avoid exploring the center of an open field, opto-self-stimulation in the center zone increased the time transgenic
mice spent exploring it, compared with WT. Transgenic mice spent more time exploring the chocolate pellets and the chow food when they were in the designated
zones. (C) Intake of chocolate pellet and chow. Activation of LHAY98+ neurons in the center zone increased chocolate pellets and chow consumption compared with
the WT. Inset: Spill from chocolate pellets and chow. *Indicates statistically significant difference (p < 0.05) from the WT. *p < 0.05 shows a significant increase in
intake and spill during the session that a designated area was opto-self-stimulated relative to the sessions where the center was opto-self-stimulated. Unpaired
Student’s t-test. #p < 0.01 indicates a significant difference between designated area opto-stimulated and the other open field areas. One-way ANOVA followed by
the Holm-Sidak test. See Supplementary Video 5.

Frontiers in Neuroscience | www.frontiersin.org 18 January 2021 | Volume 14 | Article 608047


https://www.frontiersin.org/journals/neuroscience
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/neuroscience#articles

Garcia et al.

LHA GABAergic Neurons Encode Palatability

A Closed-loop
2son, 4soff
Suc
18% Water
Extinction g
Water ~Water ~ Water E:;gg Water  Quinine  Airpuff un:;gi)::ble 135;’
B 300
L3 E x| e X mmwT
v . v [CVGAT-ChR2
£ 200 v . :
— v v
72} ¥ ¥ B
wl 4 v
E v v g v
» 100 v v v . .
v
v HIE] ®lv v Y
¥
0 * : ' . : Ao
c 1500
= = a2 L *t
o c v
o O v .
- b
© 8 1000 = v
T © v
0y
(@)] v g
o £ 500
x [ -
° 3
S
D
(\
1500 o
£ c >, 27+ [z BEe
8_ )
— @ 1000
S »
0 ©
- v v
O o
c 500 v v
w-c v g v
3 : v 8§ d
. N NIEE A
0 i % e R4 % 5. o
o\o o\o o\o o\o o\o o\o o\o o\o &
0'3’ o\% OP\Q’ o\‘b 0*3’ NS N N @’Z‘}
» ¢ ¢ ¢ o o o o

FIGURE 10 | Activating LHA92" neurons does not induce the intake of a bitter tastant, nor an unavoidable aversive stimulus, but it increases sucrose consumption.
(A) Schematic of behavioral setup showing stimuli delivered at the central port. The water stimulus in the central port was replaced by an empty sipper, quinine, or
airpuff. In all phases, head entry in the central port triggered the laser, except in the airpuff unavoidable condition, where the first lick delivered both the laser and the
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FIGURE 10 | airpuff. Finally, the airpuff in the central port was replaced by sucrose 18%. (B) The number of opto-self-stimulations given for each stimulus. The
VGAT-ChR2 mice performed more self-stimulations than WT, except during extinction sessions and when the airpuff was unavoidable. (C) The number of licks given
to the central port. The licks in the central port decreased when an aversive stimulus was present, such as quinine or airpuffs. In contrast, a non-edible stimulus such
as an empty sipper elicited more licks from VGAT-ChR2 mice (o < 0.05). Moreover, when sucrose 18% was in the central port, the VGAT-ChR2 group increased its
consumption substantially compared with the WT. (D) The number of licks in the lateral port containing sucrose 18% during opto-self-stimulation. The intake of the
lateral port of sucrose 3% is not shown because it was neglectable. Each dot and triangle represent a single individual. “Denotes statistically significant difference (o <
0.0001) from WT. Unpaired Student’s t-test. *o < 0.05 relative to the WT group. #p < 0.05 between sucrose 18% from other stimuli delivered at the central port.
Two-way ANOVA followed by the Holm-Sidak test.
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FIGURE 11 | Water deprivation gates a time window where activation of LHA GABAergic neurons increases quinine intake. (A) Sated mice had free access to one
sipper filled with quinine. The laser was turned “on” in a closed-loop protocol (left panel). Each head entry triggers 2-s laser “on” followed by a 4-s time out with
no-laser. In sated VGAT-ChR2 mice, activation of these neurons did not increase quinine intake (central panel shows the PSTH of the lick rates aligned to laser onset)
(time = 05s). Although sated transgenic mice do not lick for quinine, they continued opto-self-stimulating (right panel). (B) Water-deprived transgenic mice consumed
more quinine than WT mice (central panel) when the laser was turned on (horizontal blue line). (C,D) Total licks, PSTH of the lick rate (central panels), and number of
opto-self-stimulations of 18% sucrose during sated and water deprivation conditions (right panel). The horizontal blue line indicates opto-self-stimulation window. The
vertical blue line indicates the laser onset, and the black dashed line the laser offset. “o < 0.01 indicates significant differences compared with WT mice according to
an unpaired Student’s t-test.

Frontiers in Neuroscience | www.frontiersin.org 20 January 2021 | Volume 14 | Article 608047


https://www.frontiersin.org/journals/neuroscience
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/neuroscience#articles

Garcia et al. LHA GABAergic Neurons Encode Palatability

Sucrose %

~ 2son

SEEE——
e NI

\\ Head entry 7son

b ™
3 v
) ' e R I
S‘"‘ :' Sipper Head Reward  Sipper [Tl
Sipper /

in  entry epoch (7s) out (3s)
£

IDry lick |ILicks
VGATAI(I:th

N

Licks/s

Laser

o

R

(o]

Water

N

Licks/s

%LHA"""
eurons

o

/

Suc 3% Suc 3% Suc 3% Suc 3%

#x

Non-LHAv=t

neurons

N
OM=MN O =N OWN-=NM O =in Nt

n=Activated (136)

n=Inhibited (67)

2 0 2 4 6 8 10
Time (s)

Licks/s

o

WT
Suc 3%
(mock laser)

VGAT-ChR2
Suc 3%
(mock laser)

i

I Suc 18% K

Suc 18%

Suc 18%

=

Licks/s
- N

o

0 10 10

5 5 5 5 5 5
Time (s) Time (s) Time (s) Time (s) Time (s) Time (s)
FIGURE 12 | Activation of LHA GABA neurons enhances water and sucrose’s palatability. (A) Closed-loop stimulation during the brief access test. Left panel,
behavioral setup. The box contained a sipper that delivered an ~2 pl drop of either water, sucrose 3%, or 18% per lick. Right panel, schematics of the structure of a
trial. A head entry in the port (dashed vertical line) triggered opto-self-stimulation, at 50 Hz, in some sessions for 2 s and others for 7 s (blue rectangles). The reward
epoch begins with the first dry lick on the sipper (black tick) and always lasts 7 s (gray rectangles). During the reward epoch, a drop of tastant was delivered in each
lick (red marks). At the end of the reward epoch, the sipper was retracted, and an intertrial interval (ITl) of 3's began. (B-E) Data of closed loop for 2 s stimulation in the
reward epoch. PSTH of lick rate of WT (left panel) and VGAT-ChR2 mice (right panel) aligned (time = 0's) to laser onset. Opto-self-stimulation was delivered during all
trials (B) or during only water trials (C, see arrow), or sucrose 3% (D), or 18% (E). (F-I) Licking responses but during 7 s opto-self-stimulation. Same conventions as in
(B-E). The vertical blue line indicates laser onset and the gray line the end of the reward epoch. The horizontal blue line indicates opto-self-stimulation window.
*Indicates significant difference (p < 0.05) from the WT group. #p < 0.05 among the stimuli. Two-way ANOVA followed by the Holm-Sidak test. (J) Normalized Z
score population activity of 284 neurons recorded in LHA in VGAT-ChR2 mice (n = 3). The laser was turned on for 7 s at 50 Hz. Neuronal responses were aligned to
laser onset (time = 0's). Red and blue colors indicate activated or inhibited laser-evoked responses, relative to baseline (—1 to 0's). Black trace illustrates neurons
unmodulated by the laser. (K) Mock laser stimulation did not affect palatability responses. PSTH of licking responses, opto-self-stimulation was delivered along with
sucrose 3% trials during 7 s (arrow). Note that both groups increased the lick rate as a function of palatability; the same conventions as in (B-E). To elicit mock laser

stimulation, mice were connected to a mock fiber optic (with no-laser connected), whereas the real fiber was glued outside the mice’s head to emit blue light.

When Sucrose Is Available, Activation of
LHAV9a%* Neurons Neither Promotes Intake
of an Aversive Bitter Tastant nor Tolerance
of Punishment, but It Further Increases
Sucrose Consumption

lateral port to lick for sucrose 18% (Figure 10D, green). We
obtained similar results to those in quinine stimulation during
the airpuff delivery phase (Figure 10D, dark gray). Under this
condition, transgenic mice completely stopped self-stimulation
(Figure 10B, cyan) and aborted 18% sucrose intake from the
lateral port (Figure 10D, cyan). These results suggest that, in

To explore whether the “stimulus proximity effect” was also
applied to aversive stimuli, we replaced the central stimulus
(water) with aversive stimuli, including quinine (a tastant that
humans experience as bitter taste) or airpuffs (Figure 10A).
Upon quinine presentation, the number of licks given in
the central port sharply decreased (Figure 10C, green), but
transgenic mice continued to self-stimulate and go to the

sated mice, LHA V8™ neurons did not induce quinine intake nor
increase tolerance to airpuffs.

Finally, we explored whether proximity to the most palatable
tastant further facilitated its overconsumption. Thus, we
exchanged the position of water and sucrose 18%. When sucrose
18% was delivered in the central port, transgenic mice greatly
overconsumed it (Figure 10C, pink). The intake of sucrose 18%
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was higher than for all the other tastants tested previously
(p < 0.0001). These results collectively suggest that activation
of LHAY8" neurons is rewarding and promotes increased
consumption of the nearest stimulus even if it is not the most
palatable (e.g., water and empty sipper). If the nearest stimulus
happens to be the most palatable (i.e., sucrose 18%), then LHA
GABA neurons further facilitated its consumption.

LHA GABA Neurons Increased Quinine
Intake but Only in Water-Deprived Mice

Having demonstrated that in the presence of sucrose, activation
of these neurons failed to increase quinine intake (Figure 10C,
green), with a new group of naive mice, we then explored whether
LHAV8* neurons could induce quinine intake when it was
the only option. As expected, in sated mice, we found that
activation of LHAV8™F neurons did not affect quinine intake
compared with WT (Figure 11A; unpaired Student’s t-test, t(4¢)
= 0.9925, p = 0.3262). Surprisingly, it promoted a higher quinine
intake when transgenic mice were water-deprived (Figure 11B;
unpaired Student’s t-test, t46) = 2.958, p < 0.01), specifically
during the photostimulation window (Figure 11B; unpaired
Student’s t-test, t4s) = 4.473, p < 0.0001), suggesting that
activation of these neurons is sufficient to increase the acceptance
of bitter tastants but only during water deprivation. In contrast,
we found that regardless of homeostatic needs, activation of
these neurons increased sucrose 18% intake relative to WT mice
(Figures 11C,D; unpaired Students t-test, t3p) = 6.933, p <
0.0001; unpaired Student’s ¢-test, t(39) = 3.183, p < 0.01).

Activation of LHAV92%* Neurons Enhances
Palatability

We next explored whether, at equal stimulus distance, these
neurons could enhance palatability responses. To do this, in
a new group of water-deprived mice, we employed a brief
access test again. In this task, we delivered gustatory stimuli
water, sucrose 3%, and sucrose 18% from the same sipper
tube, but in different trials. Figure 12A displays the trial’s
structure (same conventions as in Figure 2). We found that both
groups increased their licking rate as a function of sucrose’s
concentration, reflecting its palatability (Figure 12B; two-way
ANOVA main effect of tastants, F; 174y = 9.101, p < 0.001).
However, during the 2s of laser stimulation, the VGAT-ChR2
mice exhibited a greater lick rate for all three tastants. After the
laser was turned “off;” these mice abruptly stopped licking for
water and sucrose 3% compared with the WT group (Figure 12B,
right panel; two-way ANOVA group by tastants interaction,
F174) = 5293, p < 0.01). Moreover, when stimulation was
paired with water trials, transgenic mice selectively increased
their lick rate to water relative to WT (Figure 12C, blue line and
arrow; two-way ANOVA group by tastants interaction, F(;s4)
= 6.009, p < 0.01), even surpassing licking responses evoked
by the most palatable sucrose 18%. A similar enhancement of
oromotor responses was observed by pairing sucrose 3% trials
with LHAV#F opto-self-stimulation (Figure 12D, orange; two-
way ANOVA group by tastants interaction, Fg4) = 16.72, p
< 0.0001). Likewise, the laser-bound feeding (licking rate) was

strongest when sucrose 18% was paired with the optogenetic
stimulation (Figure 12E, red, see arrow; two-way ANOVA group
by tastants interaction, F(; g4y = 16.49, p < 0.0001).

Finally, we show that palatability responses could be artificially
extended as long as LHAV8" neurons were continuously
activated. For this, we photostimulated them for up to 7s.
We observed a similar enhancement pattern, maintained for
the duration of opto-stimulation (see Figures 12F-I, arrows; all
trials: two-way ANOVA main effect of tastants, F(; 114 = 12.53,
p < 0.0001; water trials: two-way ANOVA group by tastants
interaction, F(; g4y = 9.850, p < 0.001; sucrose 3% trials: two-
way ANOVA group by tastants interaction, F(yg4y = 33.47,
p < 0.0001; sucrose 18% trials: two-way ANOVA group by
tastants interaction, F(; g4y = 8.360, p < 0.001), suggesting that
LHAV8* neurons can adjust the enhancement of oromotor
palatability responses by simply sustaining its neuronal activity.
We verified that using optrode recordings, 7-s optogenetic
stimulation produced sustained LHAV#+ neuronal responses
(Figure 12J). Moreover, transgenic mice did not merely use the
light as a cue to guide behavior since laser stimulation with a
mock optical fiber failed to increase licking (Figure 12K; two-
way ANOVA group by tastants interaction, F(y 54y = 1.619, p =
0.207). In sum, our data demonstrate that activation of LHA V8t+
neurons triggers a reinforcing signal that amplifies the positive
hedonic value of proximal stimuli, promoting overconsumption.

DISCUSSION

LHA has historically been viewed as a critical center for
feeding (Anand and Brobeck, 1951; Delgado and Anand, 1953;
Teitelbaum and Epstein, 1962), although it also processes
sucrose’s palatability-related information (Norgren, 1970; Ono
et al., 1986; Li et al, 2013). In addition to nutritive value,
sucrose’s palatability is the affective or hedonic attribute of
sweetness that determines whether to like it or not (Grill
and Berridge, 1985). Despite the importance of palatability to
promote overconsumption, the specific LHA cell type(s) identity
involved in processing sucrose’s palatability has remained elusive.
Our results demonstrated that a subpopulation of LHAV8+
GABAergic neurons encodes sucrose’s palatability by exhibiting
two opposite modulatory patterns, either correlating positively
or negatively with the palatability index, with a bias toward a
positive correlation. Furthermore, opto-stimulation of LHA V8t+
cell somas promoted the approach and intake of the most
palatable tastant available. In contrast, opto-self-stimulation
promoted increased liquid intake of the less attractive and
proximal stimuli, despite having more palatable but distal tastants
available. These findings show that LHAY#" neurons compute
and/or combine, at least, two types of information: one related
to stimulus proximity and the other to palatability that results in
enhancing stimulus saliency (Nieh et al., 2016). Experiments with
solid food also unveiled that transgenic mice spent more time
near the most palatable food available. More importantly, among
the many other functions already ascribed to these neurons
[see below and Nieh et al. (2016)], our data uncovered a new
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function of LHAV#" neurons as physiological potentiators of
sucrose-induced oromotor palatability responses.

Previous studies have shown that the LHAV#" population
contains many subpopulations with different functional
responses, with at least one ensemble responding to appetitive
(approach) and others to consummatory behaviors (Jennings
et al., 2015). Furthermore, activation of these neurons is
rewarding, induces voracious eating (Jennings et al., 2015;
Navarro et al.,, 2016), and promotes interaction of the nearest
stimulus (either objects or other mice) (Nieh et al., 2016),
suggesting that they play a role in multiple motivated behaviors.
However, it is also known that LHA connects and receives direct
inputs from multiple cortical and subcortical gustatory regions
(Simerly, 2004; Berthoud and Miinzberg, 2011), and some
electrophysiological studies report that LHA neurons respond to
gustatory stimuli—in particular to tastant palatability (Norgren,
1970; Ono et al., 1986; Schwartzbaum, 1988; Yamamoto et al.,
1989; Karddi et al.,, 1992). As noted in rodents, palatability is
operationally defined as the enhancement of hedonically positive
oromotor responses induced by stimulating the tongue with
ascending sucrose concentrations (Berridge and Grill, 1983;
Spector et al, 1998; Villavicencio et al., 2018). Specifically,
these hedonically positive oromotor responses may include
an increase in the lick rate or the bout size. In agreement
with this definition, we found that a subpopulation of LHA
palatability-related neurons tracked licking oromotor-related
responses by increasing or decreasing their activity in a sucrose
concentration-dependent manner. Within a session, LHA
neurons tracked the sucrose’s palatability rather than satiety
or hunger signals. We showed that these LHAY8* neurons
could function as enhancers of sucrose’s palatability. Optogenetic
activation of these neurons can also enhance water’s palatability
if it is the nearest stimulus. We found an increased lick rate
for water during these neurons’ activation as if the animal
were sampling a high sucrose concentration. Moreover, their
activation promotes the intake of liquid sucrose (or solid
granulated sugar cube). These neurons also increased the
consumption of other more palatable stimuli like high-fat
pellets (see Supplementary Figure 5; Supplementary Video 2),
similar to the other GABAergic neurons but in the zona incerta
(Zhang and van den Pol, 2017). Thus, our data demonstrate
that activation of LHA GABAergic drives the intake of the most
palatable stimulus available in the animal’s environment.

Although activation of LHAV# promotes substantial
feeding behavior, it has become clear that LHAV#" neurons
are not directly involved in evoking hunger (Burnett et al.,
2016; Navarro et al, 2016; Marino et al., 2020), as AgRP
neurons in the arcuate do (Chen et al, 2016). In this regard,
and unlike AgRP neurons, prestimulation of LHA GABAergic
neurons did not trigger a sustained sucrose intake in the
absence of continuous activation (Supplementary Figure 4).
Thus, to induce a consummatory behavior, these neurons are
required to remain active. Moreover, and in agreement with
these findings, we found that the intake induced by LHA &3+
neurons conveys a positive valence signal that combines both
stimulus proximity and palatability-related information. Thus,
these neurons enhance the saliency of nearby hedonically positive
stimuli, whether those stimuli are sapid chemicals, as we show, or

social cues, as in the approach behavior toward juvenile or female
intruders and new objects (Nieh et al., 2016).

It is important to highlight that opto-self-activation of
LHAV8* neurons resembles many hallmark behaviors evoked
by LHA electrical stimulation. In particular, our results could
shed some light on why, at low-intensity electrical currents,
lever pressing to deliver ICSs only occurs if food (or sucrose)
is in close proximity (Mendelson, 1967; Coons and Cruce,
1968; Valenstein et al., 1968; Valenstein and Phillips, 1970).
Consistent with its role in enhancing sucrose’s palatability, a
subpopulation of GABAergic neurons could indirectly explain
why sweet tastants further potentiate the rate of LHA electrical
ICSs (Poschel, 1968). We concluded that a subpopulation of
LHAV8"+ neurons could account for many, if not all, of these
electrically induced phenomena. Also, we found differences
between unspecific LHA stimulation and our targeted LHAV83+
stimulation. Unlike electrical LHA stimulation, we found that
the laser-bound feeding was observed in all tested VGAT-
ChR2 mice (n = 31, Figures 4-12). In contrast, to the high
variability found in rats exhibiting LHA electrically induced
feeding, one study reported that only 12 of 34 rats showed
stimulus-bound feeding (Valenstein and Cox, 1970). Similarly, a
large variability was observed when unspecific bulk optogenetic
stimulation activated all cell types found in LHA, simultaneously
(Urstadt and Berridge, 2020). These studies reported that
after repeated LHA stimulation (either electrically or with
optogenetics), some subjects switched from exhibiting stimulus-
bound feeding to only self-stimulating, suggesting that these two
processes were flexible and not correlated (Gigante et al., 2016;
Urstadt and Berridge, 2020). In contrast, we found that repeated
stimulation of LHA Y83+ neurons increases laser-induced feeding
(licking). Likewise, the correlation between optogenetic self-
stimulation and laser-bound feeding increases over stimulation
days (Figure 8). That is, the more the animals self-stimulated,
the stronger the evoked laser-bound licking was. Thus, LHAV&3+
neurons are the common neural substrate for evoking both
feeding and reward, though it was recently shown that they do
it by using two projection pathways: reward via a VTA projection
and feeding via the peri-locus coeruleus nuclei (Marino et al.,
2020).

Given that LHA is involved in reward and aversion (Ono
et al., 1986), we next tested whether LHAVE* neurons could
promote bitter tastants’ intake. We found that opto-stimulation
of LHAV&F neurons failed to promote quinine intake, a bitter
tastant, or tolerance of an aversive airpuff when sucrose was
also available. Thus, these neurons play a minimal role in
increasing the preference for a proximal but aversive stimulus
over distal sucrose. Furthermore, in sated mice and using a single
bottle test, these neurons also failed to increase quinine intake.
Unexpectedly, during water deprivation, a copious quinine
consumption was observed. These results demonstrate that the
consummatory drive induced by the activation of GABAergic
neurons largely depends on the palatability of the stimulus and
the animal’s internal state. These results agree with previous
findings that chemogenetic inhibition of LHAV#" neurons
did not alter the quinine rejection responses. Thus, in sated
mice, these neurons are not necessary to express hedonically
negative responses induced by bitter tastants (Fu et al., 2019).
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However, they did not explore their sufficiency. Our results
showed that water deprivation temporarily gated LHAY8:+
neurons to promote quinine intake and further demonstrated
that their activation is sufficient to increase acceptance of an
aversive tastant during water deprivation.

The LHA comprises multiple heterogeneous and overlapping
populations based on the expression of genetic markers for
neuropeptides, receptors, and proteins involved in the synthesis
and vesicular packaging of neurotransmitters (Bonnavion et al.,
2016; Mickelsen et al., 2019). Thus, the LHAV#" population
can be further subdivided into GABA neurons expressing leptin
receptor (LepRb) (Leinninger et al., 2009; Mickelsen et al., 2019),
or the neuropeptide galanin (Gal), or neurotensin (Nts) (Qualls-
Creekmore et al., 2017; Kurt et al., 2019; Mickelsen et al., 2019). It
is known that the activation of LHA GABA-LepRbD is rewarding
(Giardino et al., 2018), similar to LHAV8' neurons. Likewise,
LHA GABA-Gal-expressing neurons are related to food reward
behavior, but unlike LHAV8**, these neurons do not promote
food consumption (Qualls-Creekmore et al., 2017). From these
subpopulations, only the LHA GABA-Nts neurons recapitulate
some (but not all) of the behavioral effects reported here. Unlike
LHAV8F neurons, a previous study found that LHA GABA-Nts
neurons do not increase chow intake. Instead, they promote the
liquid intake of palatable tastants (water, NaCl, and sucrose). In
sated mice, chemogenetic activation of GABA-Nts increased the
intake of bitter quinine, albeit with lower magnitude, when it
was the only liquid available to eat with chow food, a marked
contrast to our findings with broad LHA GABAergic neurons’
activation, although they did not explore quinine intake in
the absence of chow food or water-deprived mice. However,
they performed a two-bottle test and found that GABA-Nts
neurons increased water intake over quinine, suggesting that
activation of these neurons is not involved in driving mice’s
preference for bitter tastants, similar to what we found for the
LHAV& population. Also, similar to our findings, activation
of LHA GABA-Nts induced water drinking, which was further
facilitated if the solution was sucrose (Kurt et al., 2019). Thus,
it will be interesting to determine the role that LHA GABA-Nts
neurons play in encoding and potentiating sucrose’s palatability.
It follows that the LHA contains nested functions encoded in each
subpopulation (or cell types) that are then recruited selectively to
exert a more refined control over feeding and reward.

A caveat of this study is that we employed bacterial artificial
chromosomes (BAC) transgenic strain mouse, VGAT-ChR?2, that
constitutively expressed ChR2 in GABAergic neurons expressing
the gene for the VGAT (Zhao et al, 2011). In this model,
we cannot rule out the unintended activation of GABAergic
terminals from distal regions (Thoeni et al., 2020), which
also occurs with classic electrical stimulation. Nevertheless, in
the more specific transgenic model, the Vgat-ires-Cre mice, a
similar feeding-bound behavior for chow food has been found
(Marino et al.,, 2020), as we have shown here (see chow in
Figures 9B,C; Supplementary Video 5). Moreover, the VGAT-
ChR2 transgenic model affords important advantages such as
a consistent expression of ChR2 (Zeng and Madisen, 2012)
and heritable transgene expression patterns across experimental
cohorts (Ting and Feng, 2013), which increased reproducibility

across animals tested. It is also a more selective model to
characterize GABAergic neurons (excluding the glutamatergic
component) and their effects recapitulating classical effects
observed with electrical LHA stimulation (Delgado and Anand,
1953; Phillips and Mogenson, 1968).

In summary, here, we found that at least a subpopulation of
LHA V8™ neurons could be an important hub that links stimulus
proximity and palatability-related information to potentiate
the palatability of nearby energy-rich foods, especially those
containing sucrose.
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