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Abreviaturas

AAV Virus adeno-asociado

AMPc Adenosin Monofosato Ciclico

BNST Nucleo del lecho de la estria terminal
BLA Amigdala basolateral

CA Amigdala central

Ca2+ Calcio

CAS Condicionamiento aversivo al sabor
CAMKII Calcio/calmodulina proteina quinasa tipo Il
Cl Corteza insular

CREB Proteina de unidn al elemento de respuesta a CAMP
CPS Condicionamiento de preferencia al sabor
DAPI 4 ' 6-diamidino-2-fenilindol

DDC DOPA-descarboxilasa

DBH Dopamina beta-hidroxilasa

DNA Acido desoxirribonucléico

dNTPs Desoxirribonucledtidos trifosfato

DPSS Estado s6lido bombeado por diodos
EDTA Acido etilendiaminotetraacético

El Estimulo incondicionado

EC Estimulo condicionado

HL Hipotalamo lateral

L-DOPA L-3,4-dihidroxifenilalanina



MAPK

nAcc

NaOH

NBM

NDR

NMDA

NTS

ORF

PBN

PNMT

PKA

RC

RI

SSI

TH

Tris-HCI

VTA

WT

Proteinas quinasas activadas por mitdgenos
Nucleo accumbens
Hidroxido de Sodio
Nucleo basal magnocelular
Nucleo dorsal del rafé
Acido N-metil-D-aspartico
Nucleo del tracto solitario
Marco de lectura abierto invertido de doble flujo
Ndcleo parabranquial
Feniletanolamina N-metiltransferasa
Proteina quinasa A
Respuesta condicionada
Respuesta incondicionada
Solucion salina isoténica
Tirosina Hidroxilasa
Trisaminometano-acido clorhidrico
Area tegmental ventral

Tipo salvaje



Resumen

La memoria de reconocimiento al sabor es la capacidad que permite a los organismos recordar
qué comida ingerida es dulce, amarga, salada, etc. ademas, permite a los organismos asociar el
sabor de la comida a las consecuencias de su ingesta.

La corteza insular es el sustrato neuroanatomico de la memoria de reconocimiento al sabor y se
comunica con otras estructuras subcorticales para complementar su funcion, una de ellas es el Area
Tegmental Ventral (VTA). EI VTA es la estructura con mayor nimero de proyecciones
dopaminérgicas hacia otras areas cerebrales. Las neuronas dopaminérgicas del VTA responden a
estimulos aversivos y recompensantes, sin embargo, no se ha descrito la repercusion de la actividad
dopaminérgica del VTA ante estimulos de diferentes valencias en el establecimiento de la memoria
de reconocimiento al sabor.

Por lo tanto, en el presente trabajo nos preguntamos cual seria el efecto de la activacién
dopaminérgica del VTA en el establecimiento de la memoria de reconocimiento al sabor. Debido
a esto, propusimos estimular optogenéticamente las neuronas dopaminérgicas del VTA mientras
se les presentaban a los ratones estimulos gustativos recompensantes o0 aversivos en
concentraciones subumbrales y después aparear estos estimulos con agentes inductores también en
dosis subumbrales y a continuacion evaluar la memoria de reconocimiento al sabor.

Los resultados muestran que la activacion de las neuronas dopaminérgicas del VTA permite
que se establezca la memoria de reconocimiento al sabor independientemente de la valencia del

estimulo.



Introduccion
Aprendizaje y memoria

El aprendizaje es el proceso mediante el cual, las experiencias y la informacion adquirida
modifican el sistema nervioso y por consiguiente la conducta. Los organismos modifican su
conducta a través del aprendizaje para adaptarse a las condiciones cambiantes e impredecibles del
medio que los rodea. El aprendizaje fortalece las conexiones entre neuronas y modifica por lo tanto
el cerebro (Carlson, 2014; Morgado, 2005; Poirazi y Mel, 2001).

Por otro lado, la memoria es la capacidad de almacenar la informacion que ya no esté disponible
en el ambiente. Se definen tres diferentes tipos de memorias de acuerdo con su duracion, estas son:
memoria sensorial, memoria a corto plazo y memoria a largo plazo (Thompson y Madigan, 2013).
La memoria sensorial, es la mas breve, dura de 200 ms a 500 ms después de la percepcion de un
estimulo (Baddeley, 1999). La memoria a corto plazo es un sistema que almacena una cantidad
limitada de informacion durante un corto periodo de tiempo, desde minutos hasta 3 horas
(Bernabeu et al., 1997). Estas memorias son el resultado de un fortalecimiento transitorio de las
conexiones sinapticas ya establecidas, causado por modificaciones de las proteinas preexistentes.
Para este tipo de memorias se requieren ensambles neuronales temporales (Baars y Gage, 2010;
Bear et al., 2016).

La memoria a largo plazo es la retencion duradera de recuerdos, que implica la retencion de
informacién por un periodo de tiempo mas prolongado, su almacenamiento puede comprender
incluso toda una vida. Este tipo de memoria es consecuencia de un fortalecimiento persistente de
las conexiones sinapticas, causado por alteraciones en la expresion genética, la sintesis de nuevas
proteinas y el desarrollo de nuevas conexiones sinapticas. EIl proceso gradual por el cual la

reiteracion de las memorias a corto plazo produce los cambios neurales que originan las memorias



a largo plazo se denomina consolidacion de la memoria (Bear et al., 2016; Morgado, 2005; Purves
etal., 2018).

La memoria se ha divido cualitativamente en dos diferentes sistemas de almacenamiento de
informacion: la memoria explicita y la memoria implicita (Ver figura 1). La memoria explicita
comprende el recuerdo consciente de: personas, lugares, cosas, eventos y hechos. La memoria
implicita, por otro lado, es aquella que almacena el conocimiento que retenemos de manera
inconsciente, incluye el recuerdo de habilidades y habitos. Dentro de la memoria implicita se
encuentran diferentes procesos como: habituacidn, sensibilizacion, condicionamiento y facilitacion
o “priming” (Kandel, 2006; Purves, et al., 2018; Squire, y Dede, 2015).

La memoria implicita puede formarse gracias a un aprendizaje asociativo, en el que el animal
aprende la relacion entre dos estimulos o eventos. El aprendizaje asociativo incluye: el
condicionamiento clasico y el condicionamiento operante (Bear et al., 2016; Carlson, 2014;
Hawkins y Byrne, 2015). El condicionamiento clésico involucra la asociacion de un estimulo
condicionado con un estimulo incondicionado (EC-EI). Por ejemplo, si se aparea un sabor (EC)
con una inyeccion de cloruro de litio (EI), que de forma natural provoca malestar gastrico (RC),
posteriormente, la presentacion del sabor (EC) solo, sin la inyeccion de cloruro de litio (El) sera
capaz de provocar el malestar gastrico ya que se habra formado una asociacion entre el sabor y el
malestar que provoca la inyeccion de cloruro de litio. Este tipo de aprendizaje se conoce como
asociativo porque requiere la presentacion contingente y contigua de los dos estimulos, EC y El
(Barik y Krashes, 2018; Lechner y Byrne, 1998). Por otro lado, en el condicionamiento operante
una respuesta (por ejemplo, la presién de una palanca) es apareada con una consecuencia (comida)
resultando en una asociacion respuesta-estimulo (R-E). Aunque por definicion son diferentes
ambos tipos de condicionamiento en la practica pueden interactuar entre si (Schachtman y Reilly,

2011).



Memoria

Explicita Implicita

Procedimental Aprendizaje

erceptual .. . Aprendizaje no
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hébitos)

priming

Figura 1. Organizacién de los sistemas de memoria. La memoria se divide en dos sistemas de almacenamiento, la
memoria explicita y la memoria implicita. A su vez la memoria explicita se divide en hechos y eventos. La memoria
implicita se divide en: memoria procedimental, que incluye habilidades y habitos; aprendizaje perceptual y facilitacion
0 priming; condicionamiento y aprendizaje no asociativo (Modificado de Squire y Dede, 2015).

Todos los tipos de memoria se desarrollan como un proceso, el cual tiene diferentes fases, las
fases principales de la memoria son: la adquisicion, la consolidacion y la evocacion. La fase de
adquisicion, es el aprendizaje o entrenamiento. Esta fase implica modificaciones en el nimero de
proteinas en las terminales sinépticas, lo que puede aumentar o disminuir la excitabilidad de una
neurona y facilitar la aparicion de un trazo de memoria. La adquisicion involucra cambios de la
actividad eléctrica del cerebro, cambios en las moléculas de segundos mensajeros y modificaciones
de proteinas sinapticas existentes (Abel y Lattal, 2001). La segunda fase es la consolidacion en
donde se convierten memorias inicialmente fragiles en engramas de memoria estables. Para que se
dé la consolidacion de la memoria se necesita que nuevas proteinas lleguen a la sinapsis modificada
y conviertan el cambio temporal, en un cambio mas duradero (Bear et al., 2016; Dudai, 2004). La
codificacion de nueva informacion se explica a través del modelo de potenciacion a largo plazo, lo
que resulta en cambios neuroquimicos y estructurales, generando el potencial necesario para un
cambio sinaptico de larga duracion. La tercera etapa de la memoria es la evocacion, que es

basicamente la recuperacion de la informacion almacenada, las memorias consolidadas cuando son



reactivadas mediante la evocacion retornan a un estado 1abil (Thompson y Madigan, 2013) (Ver
figura 2).

Figura 2. Fases de la memoria. Principales fases de la memoria; adquisicién, consolidacién y evocacion. Ejemplo
de estas tres fases para el condicionamiento clasico de miedo al contexto. En la primera fase se establece la memoria
de la asociacion choque-contexto. Durante la fase de consolidacién, el raton es regresado a su casa hogar donde la
memoria es consolidada. Finalmente, en la fase de evocacion, el ratén es regresado al contexto en donde fue
condicionado y la memoria es evaluada registrado el comportamiento de congelamiento (Modificado de Abel y Lattal,
2001).

Adquisicion  Consolidacion  Evocacién

A
pe=e

Contexto-Choque Regreso a su caja Contexto

B
——

Memoria de reconocimiento al sabor

La memoria de reconocimiento al sabor permite recordar qué comida ingerida es sabrosa, toxica,
aversiva, etc. Los alimentos presentan diferentes cualidades gustativas como dulce, salado, agrio,
amargo, umami, graso y tal vez otros sabores como metalico (lwata et al., 2014; Roper, 2009). Se
cree que cada una de estas cualidades representa diferentes requisitos nutricionales o plantea
riesgos dietéticos potenciales. Por ejemplo, los alimentos con sabor dulce sefialan la presencia de
carbohidratos que sirven como fuente de energia. Mientras que, el sabor amargo es aversivo por
naturalezay se cree que protege contra el consumo de venenos (Chaudhari y Roper, 2010).

La memoria de reconocimiento es importante desde el punto de vista evolutivo, ya que permite

a los animales asociar claves relacionadas con la comida a las consecuencias de su ingesta. Si un
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sabor nuevo es asociado con un determinado malestar, los animales van a evitar el consumo en
posteriores presentaciones, es decir adquirirdn una aversion al sabor. Este tipo de condicionamiento
suele estudiarse al aparear sacarina 0 una substancia apetitiva con inyecciones de cloruro de litio,
un agente inductor de malestar gastrico (Bermudez, 2004).

Por otro lado, la preferencia condicionada al sabor se establece cuando un sabor es asociado a
consecuencias positivas de la ingesta (por ejemplo, una inyeccion de glucosa). Los animales que
tengan una memoria gustativa de preferencia al sabor, van a incrementar el consumo de este sabor
en posteriores presentaciones. Esta memoria se forma gracias a un aprendizaje asociativo,
especificamente gracias a un condicionamiento clasico, en el que el animal aprende a asociar un
sabor especifico (EC) con un estimulo incondicionado (EI) que de forma natural es recompensante
gracias a las consecuencias nutricionales que implica (Bodnar, 2018).

La formacion de la memoria gustativa recae en cambios sinapticos iniciados por la activacion de
diversos sistemas de neurotransmision como por ejemplo los cambios iniciados por el sistema
catecolaminérgico. Se ha encontrado evidencia de variaciones en los niveles extracelulares de
catecolaminas que correlacionan con cambios en la actividad neuronal durante la formacion de la

memoria (Miranda, 2007).

Catecolaminas

Las catecolaminas son una clase de monoaminas, que contienen un grupo catecol y un grupo
amino. El grupo catecol es un compuesto quimico que consiste en un anillo bencénico con dos

grupos hidroxilo (-OH) en la posicion 3 y 4. Las catecolaminas son moléculas que estan
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ampliamente distribuidas en el sistema nervioso central
como periférico. Las catecolaminas del sistema
nervioso central son liberadas y sintetizadas por
neuronas catecolaminérgicas que se encuentran en
regiones que estan involucradas en la regulacion del
movimiento, la atencién y el estado de animo (Bear,
2016; Carlson, 2014; Dudas, 2014).

Las catecolaminas dopamina, norepinefrina y
epinefrina son neurotransmisores que estan formados
por un conjunto de pasos enzimaticos sucesivos, la
presencia de enzimas de sintesis especificas en las
diferentes células da como resultado grupos separados
de neuronas que contienen dopamina, norepinefrina y
epinefrina (Squire et al., 2013).

La sintesis de estas catecolaminas comienza a partir
del amino&cido L-tirosina, que es hidroxilado por una

enzima dependiente de tetrahidrobiopterina, la tirosina

Figura 3. Biosintesis de las catecolaminas.
La enzima tirosina hidroxilasa (TH) le afiade
ala L-tirosina un grupo hidroxilo (OH) y esta
se convierte en dihidroxifenilalanina (L-
DOPA). A continuacién, la enzima DOPA-
descarboxilasa (DDC) retira un grupo
carboxilo (COOH) y se convierte en
dopamina. Después la enzima dopamina-
beta-hidroxilasa (DBH) afiade un grupo OH
a la dopamina para generar norepinefrina.
Finalmente, la enzima feniletanolamina N-
metiltransferasa (PNMT) afiade un grupo
metilo (CHs) a la norepinefrina y se
convierte en epinefrina.

hidroxilasa (TH) a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-
DOPA). Posteriormente, la L-DOPA pierde un
grupo carboxilo gracias a la actividad de la enzima
DOPA-descarboxilasa (DDC) y se convierte en
dopamina. Posteriormente, la enzima dopamina-
beta-hidroxilasa (DBH), presente Unicamente en

células noradrenérgicas y adrenérgicas, une un
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grupo hidroxilo a la dopamina que pasa a ser norepinefrina. Finalmente, la enzima feniletanolamina
N-metiltransferasa (PNMT), presente Gnicamente en células adrenérgicas, une un grupo metilo a
la norepinefrina convirtiéndola en epinefrina (Carlson, 2014; Dudas, 2014; Siegel et al., 1999) (Ver
figura 3).

Cabe mencionar, que la tirosina hidroxilasa (TH) es un blanco comin para identificar
histoldgicamente las neuronas catecolaminérgicas, ya que la actividad de la TH es el paso limitante

en la sintesis de catecolaminas (Goldstein et al., 1998).

Sistema dopaminérgico

Se sabe que la dopamina se distribuye en el cerebro a lo largo de tres principales circuitos
neuronales: el nigroestriatal, el mesolimbico/mesocortical y el tubular-infundibular. Los cuerpos
celulares de las neuronas del sistema nigroestriado estan en la sustancia negra y proyectan sus
axones al neoestriado, que esta compuesto por el nucleo caudado y el putamen. En el sistema
mesolimbico/mesocortical los cuerpos celulares de las neuronas estan situados en el area tegmental
ventral (VTA) y proyectan sus axones a varias partes del sistema limbico, entre ellas; la amigdala,
el nucleo accumbens, el hipocampo, y la corteza (Carlson, 2014; Kudo y Fujii, 2012) (Ver figura
4). El circuito mesolimbico/mesocortical es importante ya que regulan la cognicién, la atencion, la

memoria, el aprendizaje, el refuerzo y la conducta emocional (Ayano, 2016; Carlson, 2014).

13



Neocorteza

Hipocampo

Habénula t V.
el lateral Tubérculo
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—-— Nacleo
Sustancia— — ) / accumbens
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Area

Sistema mesolimbico

tegmental ’
g y mesocortical

ventral

Sistema nigroestriatal

Figura 4. Vias dopaminérgicas en el encéfalo de rata. Sistema nigroestriatal con cuerpos neuronales en la sustancia
negra que proyectan sus axones al ndcleo caudado, putamen y palido. Sistema mesolimbico y mesocortical con cuerpos
neuronales en el area tegmental ventral que proyectan sus axones al tdlamo, habénula lateral, amigdala, ndcleo
accumbens, hipocampo, septo lateral, ndcleo olfativo anterior, tubérculo olfativo y neocorteza (Modificado de Carlson,
2014).

Se ha propuesto al sistema mesolimbico dopaminérgico como un sistema involucrado en todas
las conductas motivadas, tanto las relacionadas con estimulos aversivos como las relacionadas con
estimulos recompensantes (Ventura et al., 2007). Una caracteristica importante de los estimulos
es la valencia la cual puede ser negativa o positiva, los estimulos aversivos son estimulos
inherentemente desagradables para los sujetos y tiene valencia negativa, mientras que, los
estimulos recompensantes son estimulos inherentemente agradables o placenteros y tienen valencia

positiva (Namburi et al., 2016).

Antecedentes

Las neuronas dopaminérgicas se activan independientemente de la valencia del estimulo. Choy
colaboradores en 2017 registraron in vivo la actividad dopaminérgica del nacleo dorsal del rafé

(NDR) mientras se les presentaba a los ratones diferentes estimulos. Utilizaron imagenologia de
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calcio, metodologia que permite medir el aumento de calcio intracelular gracias a la florescencia
de GCaMP6, un indicador de calcio genéticamente codificado. Observaron que la actividad
dopaminérgica (interpretada como incremento de calcio intracelular) aumenta como respuesta a
estimulos externos, tanto recompensantes (la interaccion de una hembra con un macho, o la
presentacion de chocolate) como aversivos (un choque eléctrico en las patas). Mientras que,
durante la presentacion de un objeto que no es ni recompensante ni aversivo, no hay un incremento
en la actividad dopaminérgica registrada (Ver figura 5). Cabe mencionar, que el nGcleo dorsal del

rafe resulta una estructura importante ya que es una via de entrada del VTA (Wang et al., 2019).
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Figura 5. Actividad de neuronas dopaminérgicas del niicleo dorsal del rafé ante diferentes estimulos. Porcentaje
de aumento de calcio intracelular (AF/F) ante la presentacion de estimulos, recompensantes: A) la presentacion de
una hembra a un macho y B) consumo de chocolate; estimulo aversivo: C) choque eléctrico en las patas y un estimulo
gue no es ni recompensante ni aversivo: D) interaccidn con un objeto. En el eje “x”” se muestra el tiempo de duracién
de los estimulos en s. El punto cero representa la interaccion, el consumo o la presentacion de los diferentes estimulos.
La actividad del calcio intracelular es graficada como la diferencia entre la florescencia a una luz con longitud de onda

control y la fluorescencia a una luz con la longitud de onda especifica para activar la florescencia del indicador de
calcio, graficado a modo de porcentaje (AF/F%) (Modificado de Cho et al., 2017).

Las neuronas dopaminérgicas del cerebro-medio responden ante estimulos recompensantes o
antes estimulos que predicen el refuerzo (Schultz, 2007). Adicionalmente, estudios recientes
también han demostrado un aumento en la actividad de las neuronas dopaminérgicas del VTA ante
estimulos aversivos. Se ha observado, en ratones, por imagenlogia de calcio, que la actividad

dopaminérgica en el VTA aumenta por la presentacién de diferentes estimulos aversivos como: un
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pellizco en la cola, un sonido ultrasénico, un intruso (macho) o el olor del depredador. Mientras
que, ante estimulos que no resultan ni aversivos ni recompensantes para los ratones (un toque en la
cola con un cotonete y una caja vacia) no hay cambio en la actividad dopaminérgica (Moriya et al.,

2018) (Ver figura 6).

A o D «
Medidor del . s
pellizco 6 ~ 6
—_ ~e
R, < .
“ ~ \ w
w , =
~ 2 w 2
w B -
= 3
0 0
G CaltPe e GIP O Core GHP
10 =i
B E -
Generador de s :
sonido ultrasénico __ ¢ =
3
X ; xX
~ 4 Yl
w w
S S
| w 2 w
< <’
0 0
GCavPG GFP GLaMPE WGP
c 10 '_EL‘ 10
: F
8
_
& | *
S~ 4 (=)
l.L S 4
w =
- w2
: <
0 0
G-CaMP§ WGP G CaMP6 heGFP

Figura 6. Actividad de neuronas dopaminérgicas del VTA ante la presentacién de estimulos aversivos. Cambio
de la actividad de neuronas dopaminérgicas en el VTA en un grupo control (hrGFP) y un grupo experimental (G-
CaMP6), ante la presentacion de estimulos aversivos: A) un pellizco en la cola B) un sonido ultrasénico C) un ratén
macho intruso D) el olor del predador; estimulos neutros: E) un togque en la cola con un cotonete F) una caja vacia. Se
muestra el pico més alto de la intensidad de la sefial de la florescencia del indicador de calcio genéticamente codificado
graficado a modo de porcentaje (AF/F%) ##p < 0.01, #p <0.05 (Modificado de Moriya et al., 2018).

Asi mismo, Matsumoto y Hikosaka en 2009, registraron la actividad de neuronas
dopaminérgicas del cerebro-medio en monos durante la presentacion de estimulos recompensantes
y aversivos. Se utiliz6 una gota de agua como estimulo recompensante (los monos estaban en

restriccion) y un soplo de aire en la cara como estimulo aversivo. Se encontr6 que algunas neuronas
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dopaminérgicas se excitaban ante el estimulo recompensante y se inhibian ante el estimulo aversivo
mientras que otras se excitaban ante ambos tipos de estimulos: el estimulo recompensante y el
aversivo. Lo que sugiere que hay grupos especificos de neuronas dopaminérgicas en el cerebro-

medio que codifican estimulos tanto recompensantes como aversivos (Ver figura 7).
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Figura 7. Actividad de neuronas dopaminérgicas ante la presentacion de estimulos recompensantes y aversivos
en el cerebro-medio. Disparos por segundo de neuronas dopaminérgicas del cerebro-medio ante la presentacion de
un estimulo recompensante: A y B, la presentacién de una gota de agua; y un estimulo aversivo C y D, un soplo de
aire. Ay C son un grupo neuronal, que se excita ante un estimulo recompensante y se inhibe ante un estimulo aversivo.
B y D son otro grupo neuronal que se excita ante un estimulo recompensante y ante uno aversivo. En el eje “x”, el
punto cero representa la presentacion del estimulo, se utiliza una escala de ms y se grafica desde 500 ms antes de
prestando el estimulo hasta 1000 ms después (Modificado de Matsumoto y Hikosaka, 2009).

Hagnal y colaboradores en 2004, midieron en ratas, con microdialisis in vivo, la cantidad de
dopamina extracelular en el nucleo accumbens: antes, durante y después de la presentacion de
sacarosa a diferentes concentraciones: 0.03, 0.1y 0.3 M. Observaron que los niveles extracelulares
de dopamina incrementan de forma dependiente a la concentraccion de sacarosa. Ante la

presentacion de sacarosa a la concentraccion mas intensa (0.3 M) las ratas tuvieron una mayor
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cantidad de dopamina extracelular en el nlcleo accumbens que durante la presentacion de la
sacarosa a la concentracion menos intensa (0.03 M) (Ver figura 8).

Con base a lo anterior, podemos concluir que existe una relacion entre la intensidad del estimulo
y la liberacion de dopamina, si la intesidad del estimulo aumenta tambioen lo hace la cantidad de

dopamina liberada.
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Figura 8. Nivel de dopamina extracelular ante la presentacién de sacarosa a diferentes concentraciones.
Porcentaje de dopamina extracelular en comparacién con la basal, en el nlcleo acumbens: antes, durante y después (el
rectangulo marca la muestra en donde se present6 la sacarosa) de 20 min de acceso ilimitado a sacarosa a diferentes
concentraciones. Se presentd una concentracion de alta intensidad 0.3 M, una de intensidad media 0.1 M y una de
intensidad baja, 0.03 M. Se tomaron muestras cada 20 min y se presentaron las diferentes concentraciones de sacarosa
en dias consecutivos en un orden contrabalanceado. *p < 0.01, #p < 0.05, en comparacion con la basal (Modificado de
Hagnal, et al., 2004).

Ding y colaboradores en 2008, observaron, en ratones, que la extincion de una memoria de
condicionamiento aversivo al sabor (CAS), a una dosis de 96 mg/kg de cloruro de litio tarda
significativamente méas tiempo en suceder que la extincion de la memoria aversiva de ratones que
recibieron una dosis de 48 mg/kg de cloruro de litio. La resistencia a la extincion en el grupo de
ratones condicionados con una dosis alta (96 mg/kg) de cloruro de litio es consistente con el

supuesto de que la memoria de CAS en este grupo es mas fuerte. Lo que demuestra que la
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intensidad del estimulo se relaciona con la fuerza de la memoria. Sugiriendo que la fuerza de la

memoria incrementa a medida que aumenta la intensidad del estimulo (Ver figura 9).
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Figura 9. Memoria de condicionamiento aversivo al sabor ante diferentes concentraciones de cloruro de litio.
Liquido consumido (g) ante diferentes dosis de cloruro de litio: A) 48 mg/kg y B) 96 mg/kg (Modificado de Ding et
al., 2008).

Justificacion

Se ha demostrado que las neuronas dopaminérgicas del VTA estan implicadas en el procesamiento
de la informacion de estimulos recompensantes (Schultz, 1998, 2007, 2010; Sesack y Grace, 2010;
Wise 2005). Adicionalmente, otros estudios han demostrado su involucro en el procesamiento de
estimulos aversivos (Coizet et al., 2006; Holly y Miczek, 2016; Moriya et al. 2018; Overton et al.,
2014). Esto sugiere que las neuronas dopaminérgicas del VTA codifican tanto estimulos
recompensantes COmo aversivos.

A pesar de que existen estos estudios sobre la actividad dopaminérgica del VTA ante estimulos
recompensantes y aversivos no se ha descrito completamente la repercusion de esta actividad
dopaminérgica en la formacion y mantenimiento de la memoria.

La memoria de estimulos recompensantes y aversivos resulta esencial para un comportamiento

adaptativo ya que esta habilidad es un pre-requisito para que los organismos ejecuten exitosos
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comportamientos dirigidos a metas (Brancato, et al., 2017). Se ha propuesto que los estimulos
reforzantes y aversivos de alta intensidad promueven el establecimiento de la memoria ya que
permiten la consolidacion, sin embargo, se sabe poco con respecto a los mecanismos celulares que
subyacen la interpretacion de la relevancia de la informacion para su consolidacion (Murty et al.,
2016).

Se ha reportado que la intensidad del estimulo esté relacionada con la cantidad de dopamina
liberada (Hagnal et al., 2004) y a su vez que la intensidad de un estimulo determina su
procesamiento y su almacenamiento en la memoria, estableciendo que estimulos de mayor
intensidad permiten la formacion de trazos de memoria mas fuertes (Ding et al., 2008). Sin
embargo, se desconoce la relacion entre la actividad de neuronas dopaminérgicas en el VTA, la
codificacion de la intensidad del estimulo y el establecimiento de la memoria de estimulos
recompensantes y aversivos. Lo que nos llevo a preguntarnos ¢ Cual es el efecto de la activacion
optogenética de neuronas dopaminérgicas del VTA durante la presentacion de estimulos
recompensantes y aversivos de baja intensidad en el establecimiento de la memoria de
reconocimiento al sabor? Hipotetizamos que la activacion optogenética permitird que los estimulos
sean codificados como estimulos intensos y esto permitira que se establezca la memoria.

Estudiar la relacién entre: la actividad dopaminérgica del VTA, la intensidad de los estimulos
(recompensantes o aversivos) y la memoria, resulta importante ya que esto podria ayudar a
esclarecer cuales son los mecanismos que permiten la interpretacion de la relevancia de la
informacidn para controlar su preservacién en la memoria a largo. Asi como también mejorar el
entendimiento de los componentes que permiten la formacidn y el establecimiento de memorias
recompensantes y aversivas. Inclusive, el presente trabajo propone una forma de como podria ser
la traduccién de la intensidad de un estimulo a componentes neurales que le permitan al sistema

saber qué informacion debe ser consolidada.
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Hipotesis
La activacion optogenética de neuronas dopaminérgicas del Area Tegmental Ventral permite
que se establezca la memoria de reconocimiento al sabor de estimulos de baja intensidad,

independientemente de la valencia del estimulo.
Objetivos

Obijetivo General
Determinar el efecto que tiene la activacion optogenética de neuronas dopaminérgicas del
Area Tegmental Ventral sobre el establecimiento de la memoria de reconocimiento al sabor ante

estimulos de baja intensidad, tanto recompensantes como aversivos.

Obijetivos Particulares

e Establecer la concentracién més baja de sacarina que no permite que los ratones establezcan
una memoria de reconocimiento al sabor.

e Establecer la concentracion mas baja de quinina que no permite que los ratones establezcan
una memoria de reconocimiento al sabor.

e Establecer la dosis més baja de cloruro de litio que no permite que los ratones establezcan
una memoria de aversion al sabor.

e Establecer la dosis de glucosa que no permite que los ratones establezcan una memoria de
preferencia al sabor.

e Evaluar si la activacion optogenética de las neuronas dopaminérgicas del Area Tegmental
Ventral durante la presentacién de sacarina y quinina en concentraciones subumbrales permite

el establecimiento de la memoria de reconocimiento al sabor.
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e Evaluar si la activacion optogenética de las neuronas dopaminérgicas del Area Tegmental
Ventral durante la presentacion de sacarina y quinina asociadas con agentes inductores como
glucosa y cloruro de litio, en concentraciones subumbrales, permite el establecimiento de una

memoria de aversion o de preferencia al sabor.

Diagrama de Trabajo

Genotipificacidn de ratones transgénicos heterocigotos de la cepa
C57BL/6

Curvas

Inyeccidn del virus Inyeccién del virus AAVS5/EF1a-
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Metodologia general
Sujetos

Se utilizaron 98 ratones de la cepa C57BL/6, de aproximadamente 2 a 4 meses, machos y
hembras, de los cuales 50 fueron ratones Wild-type y 48 ratones transgénicos TH-Cre
heterocigotos, los cuales expresan la proteina cre-recombinasa bajo el promotor de la enzima
tirosina hidroxilasa, por lo tanto, la cre-recombinasa solo se expres6 en neuronas
catecolaminérgicas.

Los ratones fueron alojados individualmente en cajas de acrilico transparente (29.5 cm de largo,
18.5 cmde anchoy 12.5 cm de alto) con aserrin que se cambiaba 3 veces a la semana, en el vivarium
del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, con ciclo luz/obscuridad de 12h/12h, hora de
encendido 6 a.m., 22°C de temperatura y humedad de 50%. Hasta antes de las tareas conductuales
se les mantuvo en una dieta de alimento (lab diet 5001) y agua ad libitum.

Todos los experimentos cumplieron los lineamientos del reglamento del comité para el cuidado
y uso de animales del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM (FBR125-18) el cual establece el
cumplimiento de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) acerca de las
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”
(Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion; 2001).

La experimentadora recibid capacitacion tedrica y practica en: “Taller de manejo y uso de
roedores de laboratorio” que se acredit6 el 1 de febrero del 2018, por el bioterio del Instituto de

Fisiologia Celular de la UNAM.
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Genotipificacion
Para determinar que ratones expresaban el transgén se realizé una genotipificacion por medio de
una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Técnica que permite replicar un fragmento
especifico de DNA (Hernandez et al.,2012).

e Extraccion del DNA
Se cortd 1 cm de tejido en las colas de los ratones. El tejido fue macerado mecénicamente y se
agregd una solucion de lisis alcalina (250pL de NaOH 10 N + 40 ul de EDTA 0.5 M; 100 ml de
H>0). Las muestras se incubaron a 95°C durante 60 min y después se les afiadi6 una solucién de
neutralizacion (Tris-HCI 40 Mm; 100 ml de H2O). Todas las muestras fueron centrifugadas a 12500
rpm durante 2 min a 22 °C.

e Reaccién en cadena de la polimerasa
Una vez extraido el DNA, se agrego a las muestras la mezcla de los siguientes reactivos:

Volumenes por muestra

Agua 12.07 pl
Buffer 10 x 2.0 ul
dNTPs 0.5 ul
cebador Cre FWD 10 mM 1.0 ul
cebador Cre REV 10 mM 1.0 ul

Cloruro de Magnesio (Mg Clz 1.33 ul
Taq polimerasa 0.1l
DNA 2 ul
La secuencia de los cebadores utilizados fue la siguiente:

Cre REV 5 GGTTTCCCGCAGAACCTGAA
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Cre FWD 5 AGCCTGTTTTGCACGTTCACC

Posteriormente las muestras se colocaron en el termociclador, el cual fue programado de la

siguiente manera:

94 °C 94 °C 55°C 72°C 72°C 4°C 55°C
5 min 30s 30s 1 min 3 min o0 30s
g J
Y
35 ciclos

e Corrimiento de las muestras en el gel de agarosa
Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 2%, el cual fue preparado agregando 0.8 g de
agarosa a 40 ml de TAE (Tris-base 0.039M; acido acético 0.015M; EDTAO0.01M; pH 7.4). El gel
fue tefiido con bromuro de etidio (2 pl) para marcar los sitios de presencia de DNA.

A las muestras que salieron del termociclador se les agrego6 el buffer de carga (50% de glicerol,
0.25 % de azul de bromofenol, 0.25% de cianol de xileno en buffer de muestra 10x QUIAGEN)
para observar el corrimiento en el gel. Se cargaron 10 pL de cada muestra por carril de gel y fueron
corridas en una solucién amortiguadora TAE (Tris-base 0.039M; acido acético 0.015M;

EDTAO0.01M; pH 7.4) a 70 V durante 50 min.

Cirugia para inyeccion del vector viral

Se inyect0 el virus cre-dependiente AAV5/EF1a-DI0O-eYFP (grupos control) y AAV5/EFla-DIO-
hChR2(H134R)-eYFP (grupos experimentales) en el VTA de ratones transgéenicos TH-Cre. Los
ratones del grupo control expresaron Unicamente la proteina reportera (EYFP) en las neuronas

dopaminérgicas que expresaban la cre-recombinasa. Mientras que los ratones del grupo
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experimental expresaron el canal catidénico sensible a luz (ChR2) y la proteina reportera (EYFP)
en las neuronas dopaminérgicas que expresaban la cre-recombinasa.

Los ratones fueron montados en el aparato estereotaxico y anestesiados con isoflurano (1-2 %)
por via inhalatoria. Después se realiz6 una incision para exponer bregma en el craneo de los ratones.
Las infecciones fueron realizadas en el VTA 'y se utilizaron las siguientes coordenadas con respecto
a bregma: AP: -3.0 ML: £0.6 DV: -4.8 (Dong, 2008). La fibra Optica fue implantada en el VTA
con las siguientes coordenadas con respecto a bregma: AP: -3.0 ML: 0.6 DV: -4.3 (Dong, 2008)
y se colocd con un angulo de 10°. Se utiliz6 una micro jeringa Hamilton conectada a un inyector,
a través de una tuberia de polietileno y se inyectd 0.5 pL de virus por hemisferio de cada raton a
una tasa de 0.25 pl/min, controlado por una bomba de microinfusion. Después de la infusion, el
inyector se dejo en el lugar de infeccion durante 3 min para permitir la difusion. Finalmente, se
cubri6 con acrilico toda la superficie expuesta. Después de 3 semanas de infeccion se paso a realizar

las tareas conductuales.

Memoria de reconocimiento al sabor

La memoria de reconocimiento al sabor es la habilidad de evaluar la familiaridad de los sabores
previamente consumidos, ademas, permite a los organismos asociar las claves relacionadas con la
comida a las consecuencias de su ingesta. Como paradigma conductual, la memoria de
reconocimiento al sabor es un modelo Gtil para estudiar los sustratos anatomicos, celulares y
moleculares de la formacion de la memoria (Bermudez, 2004).

Para evaluar la memoria de reconocimiento se realizo el siguiente protocolo. Se privo a los
ratones de agua por 24 h. Después se les restringid solo presentandoles liquidos en dos periodos,
uno en la mafiana por 20 min y otro en la tarde durante 10 min para evitar que los ratones se

deshidrataran.
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Los ratones fueron habituados en burbujas de acrilico donde se realizd posteriormente la
estimulacion y se registraron lineas basales de consumo de agua, en este espacio se les presentaron
2 bebederos de agua purificada. Estas habituaciones duraron 20 min cada una y se realizaron por 5
dias, con el fin de estabilizar los consumos basales y después compararlos con los consumos en la
adquisiciéon de la memoria de reconocimiento al sabor. En el dia 6 se llevo a cabo la fase de
adquisiciéon en la que se presentaron dos bebederos con una solucion de sacarina o quinina.
Finalmente, en el dia 7 se realizo la prueba de evocacion en donde se presentd a los ratones dos
bebederos uno con agua y otro con la solucién utilizada en el dia de la adquisicion (quinina o
sacarina) (Ver figura 10). Se registrd el consumo de agua en mililitros, para todas las fases del
protocolo conductual. Para el andlisis de los datos se utiliz6é un indice de consumo expresado como
la cantidad consumida de liquido entre el consumo total de los dos liquidos utilizados (consumo
del liquido X / (consumo del liquido X + consumo del liquido Y)). Un indice de consumo de 0.5
indica que no hay preferencia por ninguno de los dos liquidos, mientras que un indice de consumo
significativamente mas alto que 0.5 demuestra preferencia por alguno. La férmula que se utiliz6
para sacar el indice de consumo fue la siguiente:

Volumen de sacarina o quinina (ml)

indice de consumo =
Volumen total (ml)

Volumen total = volumen de sacarina o quinina (ml) + volumen de agua (ml).

En las comparaciones del consumo de la linea base y la adquisicion se promediaron los tres
ultimos dias de la linea base y con este promedio se sacé el indice de consumo de la adquisicién,
expresado como la cantidad consumida en la adquisicion entre el consumo total, que es el consumo
de la adquisicion mas el consumo de la linea base. En este sentido, un indice de consumo de 0.5
indica que no hay diferencia entre el consumo de la linea base y el de la adquisicién mientras que

un indice de consumo significativamente mas alto que 0.5 demuestra un consumo mayor en la
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adquisicién que en la linea base. La formula que se utiliz6 para sacar el indice de consumo de la
adquisicion fue la siguiente:

volumen consumido en la adquisicion (ml)

indice de consumo de la adquisicién =
a Volumen total (ml)

Volumen total = volumen consumido en la adquisicion (sacarina o quinina) (ml) + volumen

consumido en la linea base (promedio de los tres ultimos dias de la linea base) (agua) (ml).

Linea base Adquisicion Evocacion
Dia 1-5 Dia 6 Dia 7
A A s s 3 ? A
- - s
7 - 7 -
\‘ \ﬁ \ﬁ
A A Q Q Q A
- » - < ?)'

Figura 10. Protocolo conductual para evaluar la memoria de reconocimiento al sabor. En la linea base, dia 1 al
5, se presentaron dos bebederos con agua; en la adquisicion, dia 6, dos bebederos con la solucion de acuerdo al grupo
experimental (sacarina o quinina) y finalmente, en la evocacion, dia 7, un bebedero con la solucién (quinina o sacarina)
y otro con agua. Los bebederos azules (A) representan agua, los amarillos (S) sacarina y los verdes (Q) quinina.

Curvas de dosis-respuesta de estimulos gustativos

Para la curva dosis-respuesta de sacarina se utilizaron tres concentraciones: 0.1%, 0.2% y 0.3%
para lo que se requirid tener 3 grupos de ratones. En la adquisicion se presentd la solucién de
sacarina en dos bebederos con la concentracién de acuerdo con el grupo que se estaba evaluando.
En la prueba de evocacidn se presentd un bebedero con agua y otro con sacarina para determinar

si los ratones identificaban el sabor de la sacarina.

28



Cabe mencionar que no se utilizé una escala logaritmica para las curvas de dosis-respuesta
(excepto para la curva de dosis-respuesta de glucosa) ya que las respuestas de los ratones
cambiaban con respecto a diferencias muy sutiles en las concentraciones y dosis. También debido
a que utilizar concentraciones més altas cambiaria la valencia de los estimulos, por ejemplo, la
sacarina se volveria aversiva.

Para la curva dosis-respuesta de quinina se utilizaron tres concentraciones: 0.005 %, 0.01% y
0.02%, para lo que se requiri6 tener 3 grupos de ratones. En la adquisicion se presentd la solucion
de quinina en dos bebederos con la concentracidn de acuerdo con el grupo que se estaba evaluando.
En la prueba de evocacion se present6 un bebedero con agua y otro con quinina para determinar si

los ratones identificaban el sabor de la quinina.

Curvas de dosis-respuesta con estimulos gustativos asociados a agentes inductores

En la curva dosis-respuesta de cloruro de litio se utilizaron tres dosis: 48 mg/kg (0.15M), 70 mg/kg
(0.2M) y 127 mg/kg (0.4M) para lo que se requirié tener 3 grupos de ratones. En este caso la
solucion utilizada para la adquisicion fue sacarina 0.1%. En la curva dosis-respuesta de glucosa
las tres dosis utilizadas fueron: 0.5 mg/kg (0.37mM), 5 mg/kg (3.7mM) y 50 mg/kg (37mM) por
lo tanto se requirié tener 3 grupos de ratones. Las dosis utilizadas fueron determinadas
experimentalmente, se realizaron pruebas con diferentes dosis y de acuerdo a las respuestas de los
animales se eligieron las antes mencionadas. La solucion utilizada para la adquisicion fue quinina
0.005%. El protocolo conductual fue igual que en la memoria gustativa de reconocimiento al sabor,
solo que ahora se inyecto cloruro de litio o glucosa 10 min después de acabada la adquisicion (Ver

figura 11).
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Figura 11. Protocolo conductual para evaluar la memoria de reconocimiento al sabor asociado a agentes
inductores. En la linea base, dia 1 al 5, se presentaron dos bebederos con agua; en la adquisicién, dia 6, dos bebederos
con la solucién de acuerdo al grupo experimental (sacarina o quinina) y después de 10 min se realiz6 la inyeccién de
cloruro de litio o de glucosa, finalmente, en la evocacion, dia 7, un bebedero con la solucién (quinina o sacarina) y
otro con agua. Los bebederos azules (A) representan agua, los amarillos (S) sacarina y los verdes (Q) quinina.

Optogenética

Para estimular las neuronas dopaminérgicas del VTA se recurrié a la optogenética, técnica que
utiliza proteinas sensibles a la luz (opsinas) para controlar el flujo i6nico y de esta manera permite
activar poblaciones neuronales, especifica y diferencialmente, con precision de milisegundos
(Hausser, 2014; Herrera et al., 2014).

Para llevar a cabo esta metodologia se inyectd en el VTA de los ratones un vector viral portador
del gen que codifica el canal catidnico activado por luz “channelrhodopsin-2” (ChR2) en marco
fusionado a una proteina fluorescente amarilla (ChR2-EYFP). Para garantizar que el canal
cationico (ChR2) solo se expresara en las neuronas dopaminérgicas se utilizé un vector viral adeno-
asociado inducible por Cre (AAV) con un marco de lectura abierto invertido de doble flujo (ORF,

por sus siglas en inglés), en el que la secuencia ChR2-EYFP estd presente en la orientacion
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antisentido. De esta forma al utilizar ratones transgénicos TH-Cre se permitio la expresion
especifica del canal en neuronas dopaminérgicas. Tras la traduccion, las células TH que expresaron
Cre invierten el ORF de ChR2-EYFP de manera irreversible y, por lo tanto, activan la expresion
sostenida del canal cationico, lo que nos permitié estimular las neuronas dopaminérgicas del VTA
(Buchen, 2010; Tsai et al., 2009).

Se estimulé durante la adquisicion de estimulos gustativos con un laser DPSS (de estado sélido
bombeado por diodos, por sus siglas en inglés) con una luz azul de longitud de onda de 473 nm,
amplitud de 5mV, la frecuencia de estimulacion fue de 20 Hz con pulsos de 5 ms de duracién, un
pulso cada 50 ms. La potencia de los cables utilizada fue de 10 a 15 mW. Los parametros de
estimulacion fueron determinados gracias a trabajos previos en los que se demuestra que esta
frecuencia y amplitud de estimulacion son los parametros Optimos para estimular las neuronas

dopaminérgicas del VTA (Gil, et al., 2020; Tsai et al., 2009).

Inmunohistoquimicas

Al terminar las pruebas conductuales, los ratones fueron eutanasiados con pentobarbital sédico
a una dosis de 75 mg/kg y fueron perfundidos con solucion salina isoténica (SSI) al 0.9% y
paraformaldehido al 4%. Se extrajeron los cerebros y se fijaron en paraformaldehido 4% durante 3
dias, posteriormente, se pasaron a sacarosa al 30 %, fueron cortados en un criostato a una
temperatura de -20 °C (Leica CM1520). Se realizaron cortes coronales de 40 pum en el VTA, se
eligieron 3 cortes por ratdn, los de las coordenadas AP: -2.78, -3.08 y -3.18, aproximadamente
(Dong, 2008). Los cortes coronales del VTA fueron lavados con solucion de buffer trizma (TBS)
3 veces y nBS + Triton 0.1% (TBS-T) una vez, cada lavado durdé 10 min en agitacion.

Se incubd el anticuerpo primario Anti-TH (PeelFreez), host rabbit (1:1000), durante 24 h a 4°

C en agitacion. El anticuerpo se preparo en TBS con albumina de suero bovino al 5% (TBS-BSA).
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Al siguiente dia se realizaron 6 lavados de 10 min cada uno con TBS en agitacion y después se
incubo el anticuerpo secundario Goat anti-rabbit Cy3 (1:250) durante 90 min en obscuridad y
agitacion a temperatura ambiente. El anticuerpo se prepard en TBS-BSA al 5%. Posteriormente, se
realizaron otros 3 lavados en TBS de 10 min cada uno y se hizo la tincion con 4 ',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) 300 nM durante 3 min. Luego se montaron los cortes en laminillas silanizadas
con medio de montaje para florescencia (Dako, S3023). Finalmente se observaron las muestras con

un microscopio confocal LSM800. Las imagenes fueron editadas utilizando el programa Image J.

Analisis estadisticos

Se realiz6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar que los datos se distribuian de
forma normal. Y la prueba de Levene para comprobar que los datos tuvieran homogeneidad de
varianzas. Ya que todos los datos se distribuian de forma normal y existia homogeneidad de
varianzas se utilizaron pruebas estadisticas paramétricas para analizar los datos. Se utilizé una
prueba t de Student pareada con una p <0.05 en la que se comparo el indice de consumo de agua y
el indice de consumo de sacarina o quinina dependiendo del experimento. Incluso en las curvas
dosis-respuesta se realizo este analisis para cada uno de los grupos, comparando el indice de
consumo de sacarina o quinina y el indice de consumo de agua. Lo que permitié analizar si habia
preferencia por algun liquido y por lo tanto esto demostraria que los ratones habian establecido una

memoria de reconocimiento al sabor.

Resultados

Infeccion de los somas de neuronas dopaminérgicas en el VTA

Con el objetivo de analizar la correcta infeccion de las neuronas dopaminérgicas se realiz6 una

inmunohistoquimica contra tirosina hidroxilasa (TH) en cortes coronales del VTA de ratones
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transgénicos TH-cre que expresan la proteina cre-recombinasa bajo el promotor de la enzima TH.
Se observo que la sefial de la enzima tirosina hidroxilasa colocalizé con la proteina reportera EYFP
en los somas del VTA. Por lo tanto, las neuronas dopaminérgicas del VTA expresaron el canal
cationico acoplado a la proteina reportera EYFP, la infeccion fue observada con microscopia

confocal (Ver figura 12).

A

v

Merge EYFP-TH Merge EYFP-TH-DAPI

Figura 12. Infeccién de los somas de neuronas dopaminérgicas del VTA. En A se muestra la proteina mejorada
amarilla fluorescente (EYFP). En B la inmunohistoquimica contra la enzima tirosina hidroxilasa (TH). En C los
nacleos de las neuronas que son tefiidos con 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). En D la colocalizacion (Merge) de
las neuronas que expresan EYFP y TH. En E la colocalizacion (Merge) de las neuronas que expresan EYFP, TH y
DAPI.

Respuesta de reconocimiento a diferentes concentraciones de sacarina y quinina

Para la curva dosis-respuesta de sacarina, durante la adquisicion se presentaron dos bebederos con
sacarina a diferentes concentraciones 0.1%, 0.2% y 0.3% Y en la evocacion se presentd un bebedero
con sacarina y otro con agua (Ver figura 13 A). No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre el indice de consumo de agua y el de sacarina en la prueba de evocacién para

33



ninguna de las concentraciones utilizadas (0.01% t@) = 0.1499 p > 0.05, 0.2 % t4) = 2.562 p > 0.05
y 0.3 % t@) = 1.758 p > 0.05). Por lo tanto, la concentracion de 0.1% es la concentracion mas baja
que no permite que los ratones discriminen entre el agua y la sacarina (Ver figura 13 B). Para la
curva dosis-respuesta de quinina, durante la adquisicion se presentaron dos bebederos con quinina
a diferentes concentraciones 0.005%, 0.01% y 0.02% y en la evocacion se presento un bebedero
con quinina y otro con agua (Ver figura 13 C). Los ratones que bebieron quinina a una
concentracion de 0.005% no discriminaron el sabor amargo de la quinina y el del agua (ts) = 0.1371
p > 0.05) al igual que los ratones que bebieron quinina a una concentracion de 0.01% (t@s) = 2.251
p > 0.05) mientras que a la concentracion de 0.02% los ratones si discriminaron el sabor, ya que
prefirieron beber agua y evitaron el consumo de quinina (ts) = 9.498 p < 0.01). Por lo tanto, la
concentracion de 0.005% es la concentracion mas baja que no permite que los ratones discriminen
entre el agua y la quinina (Ver figura 13 D). Consecuentemente, las concentraciones bajas de 0.1%
de sacarina 'y 0.005% de quinina fueron usadas como estimulos gustativos débiles debido a que los

ratones no discriminan el sabor dulce o amargo respecto al agua bajo estas concentraciones.
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Figura 13. Respuesta de reconocimiento a diferentes concentraciones de sacarina y quinina. En A se muestra el
esquema del protocolo conductual que se utilizd para la curva dosis-respuesta de sacarina. En la linea base se
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presentaron dos bebederos con agua, en la adquisicion dos bebederos con sacarina y finalmente en la evocacion un
bebedero con agua y otro con sacarina. En B se muestra el indice de consumo en la prueba de evocacion para las tres
concentraciones de sacarina propuestas: 0.1% (n=4) 0.2% (n=4) y 0.3% (n=4). En C se muestra el esquema del
protocolo conductual que se utilizé para la curva dosis-respuesta de quinina. En la linea base se presentaron dos
bebederos con agua, en la adquisicién dos bebederos con quinina y finalmente en la evocacion un bebedero con agua
y otro con quinina. En D se muestra el indice de consumo en la prueba de evocacion para las tres concentraciones de
quinina propuestas: 0.005% (n=5), 0.01% (n=4) y 0.02% (n=5). La linea gris representa el azar 0.5. ** p< 0.01.

Respuesta de reconocimiento a sabores asociados a agentes inductores

Para la curva dosis-respuesta de cloruro de litio, durante la adquisicion se presentaron dos
bebederos con sacarina a una concentracion baja de 0.1% y 10 min después se administro por via
intraperitoneal tres dosis diferentes: 48 mg/kg, 70 mg/kg y 127 mg/kg; de cloruro de litio (Ver
figura 14 A). Se observd que los ratones que fueron administrados con la dosis de 48 mg/kg de
cloruro de litio no formaron la asociacion entre el sabor dulce y el malestar gastrico, ya que
consumieron de forma similar agua y sacarina (t4) = 1.481 p > 0.05) al igual que los ratones que
fueron administrados con una dosis de 70 mg/kg (ts) = 0.1825 p > 0.05). Mientras que los ratones
que fueron administrados con una dosis de 127 mg/kg prefirieron el agua y evitaron la sacarina, ya
que asociaron el sabor de la sacarina con el malestar gastrico que provoca el cloruro de litio (t@s) =
4.433 p < 0.05). Por lo tanto, la dosis de 48 mg/kg es la dosis mas baja de cloruro de litio que no
permite que los ratones asocien el sabor de la sacarina con el malestar gastrico que provoca la
inyeccion de cloruro de litio (Ver figura 14 B). Por otro lado, para la curva dosis-respuesta de
glucosa durante la adquisicion se presentaron dos bebederos con quinina a una concentracion baja
de 0.005% y 10 min después se administrd por via intraperitoneal tres dosis diferentes: 0.5 mg/kg,
5 mg/kg y 50 mg/kg; de glucosa (Ver figura 14 C). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el indice de consumo de agua y el de quinina en la prueba de evocacion para
ninguna de las dosis de glucosa utilizadas (0.5 mg/kg ts) = 0.196 p > 0.05, 5 mg/kg t@s) =2.677 p >

0.05 y 50mg/kg t@ = 1.987 p > 0.05). Por lo tanto, la dosis de 0.5 mg/kg es la dosis mas baja de
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glucosa que no permite que los ratones asocien el sabor amargo de la quinina con la recompensa
nutricional que implica la administracion de glucosa (Ver figura 14 D). Consecuentemente, las
dosis bajas de 48 mg/kg de cloruro de litio y 0.5 mg/kg de glucosa fueron usadas como estimulos
inductores débiles debido a que los ratones no asociaron el sabor dulce (sacarina) y el malestar
gastrico (cloruro de litio), o el sabor amargo (quinina) y la consecuencia nutricional recompensante

(glucosa) bajo estas dosis.
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Figura 14. Respuesta gustativa a sabores asociados a agentes inductores. En A se muestra el esquema del protocolo
conductual que se utiliz6 para la curva dosis-respuesta de cloruro de litio. En la linea base se presentaron dos bebederos
con agua, en la adquisicién dos bebederos con sacarina 0.1% y después de 10 min se inyectd cloruro de litio, finalmente
en la evocacion se present6 un bebedero con agua y otro con sacarina 0.1%. En B se muestra el indice de consumo en
la prueba de evocacion para las tres dosis de cloruro de litio propuestas: 48 mg/kg (n=4) 70 mg/kg (n=4) y 127 mg/kg
(n=4). En C se muestra el esquema del protocolo conductual que se utiliz6 para la curva dosis-respuesta de glucosa.
En la linea base se presentaron dos bebederos con agua, en la adquisicion dos bebederos con quinina 0.005% y después
de 10 min se inyect6 glucosa, finalmente en la evocacion se presentd un bebedero con agua y otro con quinina 0.005%.
En D se muestra el indice de consumo en la prueba de evocacion para las tres dosis de glucosa propuestas: 0.5 mg/kg
(n=4), 5 mg/kg (n=4) y 50 mg/kg (n=4). La linea gris representa el azar 0.5. * p< 0.05.
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Respuesta de reconocimiento al sabor después de la estimulacion optogenética de las
neuronas dopaminérgicas del VTA

En la evocacion se evaluaron dos grupos, uno que solo expresaba la proteina reportera (EYFP) y
otro que expresaba el canal cationico (ChR2). El grupo ChR2 que recibié la estimulacion
optogenética de las neuronas dopaminérgicas del VTA durante la adquisicion de sacarina 0.1%
aumentd su consumo de sacarina durante la prueba de evocacion (te) = 35.00 p < 0.001), mientras
que el grupo EYFP consumié de forma similar agua y sacarina (e = 1.548 p > 0.05) (Ver figura
15 B). Por otro lado, el grupo ChR2 que recibio la estimulacion durante la adquisicién de quinina
0.005% disminuy6 su consumo de quinina durante la prueba de evocacion (te) = 3.225 p < 0.05),
mientras que el grupo EYFP consumié de forma similar agua y quinina (te = 0.3224 p > 0.05)
(Ver figura 15 D). Por lo tanto, la estimulacion de los somas de neuronas dopaminérgicas en el
VTA aument6 la intensidad de los estimulos y permitid que se estableciera una memoria de

reconocimiento al sabor, independientemente de la valencia del estimulo.
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Figura 15. Respuesta de reconocimiento al sabor después de la estimulacion de las neuronas dopaminérgicas
del VTA. En A se muestra un esquema del protocolo conductual que se utilizd para la memoria de reconocimiento a
sacarina. En la linea base se presentaron dos bebederos con agua, en la adquisicién dos bebederos con sacarina 0.1%

37



y finalmente en la evocacion un bebedero con agua y otro con sacarina 0.1%. En B se muestra el indice de consumo
en la prueba de evocacion del grupo con la proteina reportera (EYFP n=6) y del grupo con el canal catiénico (ChR2
n=6). En C se muestra un esquema del protocolo conductual que se utilizd para la memoria de reconocimiento a
quinina. En la linea base se presentaron dos bebederos con agua, en la adquisicion dos bebederos con quinina 0.005%
y finalmente en la evocacion un bebedero con agua y otro con quinina 0.005%. En D se muestra el indice de consumo
en la prueba de evocacion del grupo con la proteina reportera (EYFP n=6) y del grupo con el canal catiénico (ChR2
n=6). La linea punteada representa el azar 0.5. * p< 0.05 *** p< 0.001.

Respuesta de reconocimiento a estimulos asociados a agentes inductores después de la
estimulacion optogenética de las neuronas dopaminérgicas del VTA

En la evocacion se evaluo si los ratones establecieron una memoria de reconocimiento al sabor, se
evaluaron dos grupos, uno que solo expresaba la proteina reportera (EYFP) y otro que expresaba
el canal catidnico (ChR2). El grupo ChR2 que recibid la estimulacion optogenética de las neuronas
dopaminérgicas del VTA durante la adquisicion de sacarina 0.1% seguida de la administracion de
cloruro de litio 48 mg/kg disminuy6 su consumo de sacarina durante la prueba de evocacion (te) =
4.719 p < 0.01) ya que asocio el malestar gastrico producido por el cloruro de litio con el sabor de
la sacarina. Mientras que el grupo EYFP consumi¢ de forma similar agua y sacarina (te) = 0.8407
p > 0.05) (Ver figura 16 B). Por otro lado, el grupo ChR2 que recibio la estimulacion durante la
adquisicién de quinina 0.005% seguida de la administracion de 0.5 mg/kg de glucosa consumié de
forma similar agua y quinina (te) = 0.05873 p > 0.05) al igual que el grupo EYFP (te) = 0.2324 p
> 0.05) (Ver figura 16 D). Por lo tanto, la estimulacion de los somas de neuronas dopaminérgicas
en el VTA aumento la intensidad de los estimulos y permitio que se estableciera una memoria de
condicionamiento aversivo al sabor, pero no fue suficiente para permitir que se estableciera una
memoria de preferencia al sabor. Aunque si bien no se establecié una memoria de preferencia por

la quinina no se observa una aversion por la misma como en el experimento anterior.
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Figura 16. Respuesta gustativa a estimulos asociados a agentes inductores después de la estimulacion de las
neuronas dopaminergicas del VTA. En A se muestra el esquema del protocolo conductual que se utiliz6 para la
memoria gustativa a sacarina 0.1%. En la linea base se presentaron dos bebederos con agua, en la adquisicién dos
bebederos con sacarina 0.1% y después de 10 min se inyect6 cloruro de litio a una dosis de 48 mg/kg, finalmente en
la evocacidn se present6 un bebedero con agua y otro con sacarina 0.1%. En B se muestra el indice de consumo en la
prueba de evocacion del grupo con la proteina reportera (EYFP n=6) y del grupo con el canal catiénico (ChR2 n=6).
En C se muestra un esquema del protocolo conductual que se utiliz6 para la memoria gustativa de quinina 0.005%. En
la linea base se presentaron dos bebederos con agua, en la adquisicién dos bebederos con quinina 0.005% y después
de 10 min se inyect6 glucosa a una dosis de 0.5 mg/kg, finalmente en la evocacion se presentd un bebedero con agua
y otro con quinina 0.005%. En D se muestra el indice de consumo en la prueba de evocacién del grupo con la proteina
reportera (EYFP n=6) y del grupo con el canal catiénico (ChR2 n=6). La linea punteada representa el azar 0.5. ** p<
0.01.

Discusion

En este trabajo encontramos que la activacion optogenética de las neuronas dopaminérgicas del
VTA permite que los ratones codifiquen los estimulos como si tuvieran una mayor intensidad,
independientemente de la valencia del estimulo, y con esto permite el establecimiento de la

memoria de reconocimiento al sabor, cuando se presenta un solo estimulo. Observamos que los

ratones que fueron estimulados en los somas del VTA desarrollaron una preferencia por la sacarina
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0.1% (condicién débil) y una aversion por la quinina 0.005% (condicion débil), es decir los ratones
se comportaron como si estos estimulos fueran de una alta intensidad, ya que los resultados en la
prueba de evocacion de los ratones estimulados (ChR2) fueron similares a los obtenidos en la curva
dosis respuesta ante estimulos de alta intensidad como sacarina 0.3% y quinina 0.02% en donde
los ratones preferian la sacarina y tenian aversion por la quinina. Estos resultados a su vez
concuerdan con estudios que mencionan que las neuronas dopaminérgicas no solo codifican
estimulos recompensantes, sino también estimulos aversivos (Bromberg et al., 2010; Cho et al.,
2017; Horvitz, 2000).

Al estimular los somas de neuronas dopaminérgicas del VTA aumentamos la intensidad tanto
de estimulos aversivos como de estimulos recompensantes, quizas debido a que estimulamos todo
el VTA y no una regién en especifico ya que se ha demostrado que la poblacién especifica de
neuronas que se active en el VTA, asi como sus proyecciones y en general el circuito en el que
estén inmersas, determina la codificacion de la aversion o la recompensa del estimulo (Lammel et
al., 2012). Se ha visto que si se estimula el tegmentum dorsalateral quien conecta con neuronas
dopaminérgicas del VTA lateral quienes a su vez proyectan a la parte lateral del ncleo accumbens
shell se puede causar un condicionamiento de preferencia al lugar, mientras que, si se estimulan
las neuronas de la habénula lateral quienes hacen sinapsis con neuronas dopaminérgicas del VTA
medial y proyectan a la corteza prefrontal medial se puede causar un condicionamiento de aversion
al lugar, lo que demuestra que diferentes poblaciones dopaminérgicas del VTA sefializan la
preferencia o la aversion (Lammel et al., 2012).

Una vez establecido el modelo conductual en donde la estimulacion de los somas
dopaminérgicos del VTA aumentaba la intensidad de los estimulos gustativos (sacarina o quinina)
y permitia el establecimiento de la memoria de reconocimiento al sabor nos preguntamos si un

agente inductor como cloruro de litio o glucosa, asociado al primer estimulo (sacarina o quinina)
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también podia ser potenciado como consecuencia de la activacion de las neuronas dopaminérgicas
en el VTA'y de esta forma permitir el establecimiento de una memoria aversiva o de preferencia al
sabor. En la presentacion de sacarina 0.1% y 48 mg/kg de cloruro de litio encontramos que la
estimulacion permitio que ambos estimulos fueran codificados con mayor intensidad y por lo tanto
se estableciera una memoria asociativa. Afirmamos que aumento la intensidad de los estimulos ya
que los resultados en la prueba de evocacion de los ratones estimulados (ChR2) fueron similares a
los obtenidos en la curva dosis-respuesta ante cloruro de litio a una dosis de127 mg/kg, en donde
los ratones tenian aversion por la sacarina ya que habia sido asociada al malestar gastrico que
provoca la inyeccién de cloruro de litio. Los ratones que fueron inyectados con una dosis baja de
cloruro de litio gracias a la estimulacion optogenética fueron capaces de establecer una memoria
de condicionamiento aversivo al sabor.

En la presentacion de quinina 0.005 % y 0.5 mg/kg de glucosa encontramos que la estimulacion
aumentd la intensidad de los estimulos, pero no se pudo establecer una memoria asociativa de
preferencia. Podemos decir que aument6 la intensidad de los estimulos puesto que si bien no se
hizo apetitiva la quinina 0.005% los ratones no presentaron aversion por ella como cuando solo se
presentd quinina 0.005% Y se estimuld optogenéticamente. Proponemos que quizas la memoria de
los estimulos gustativos que causan consecuencias negativas es mas importante para los
organismos que la memoria de estimulos que causan consecuencias nutricionales positivas, ya que
la supervivencia depende altamente de la capacidad de aprender a evitar substancias dafiinas de la
dieta. Por lo tanto, resulta mas facil formar una asociacion entre un sabor dulce como la sacarina y
un malestar gastrico inducido por el cloruro de litio, que una asociacion entre un sabor amargo
como la quinina y una consecuencia nutricional positiva como la glucosa. También es preciso

mencionar que existen menos estudios de los circuitos neurales que median la memoria de
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preferencia al sabor, en comparacion con los estudios sobre la memoria de aversion al sabor
(Touzani y Sclafani, 2001).

La probable explicacion para describir los resultados obtenidos en el aprendizaje asociativo es
que la informacién de los estimulos gustativos y de los agentes inductores que se procesa es
aumentada gracias a la estimulacion de los somas de neuronas dopaminérgicas del VTA, la
estimulacion aumenta la comunicacion y permite que llegue la informacidon a la corteza insular
(corteza gustativa). El circuito que sigue la informacion gustativa y visceral relacionada con la
memoria gustativa es el siguiente: la informacion de los estimulos gustativos entra al sistema a
través de las papilas gustativas se dirige al ndcleo del tracto solitario (NTS) a través de los nervios
craneales y posteriormente, las neuronas del NTS proyectan al ntcleo parabranquial posteromedial
(PBN), quien distribuye la informacion a diferentes estructuras como: el hipotalamo lateral (HL),
el ndcleo del lecho de la estria terminal (BNST), la amigdala basolateral (BLA) y central (CEA),
el area tegmental ventral (VTA)y la parte parvocelular del ndcleo posteromedial ventral del talamo
(VPMpc) quien proyecta a la corteza insular gustativa. La informacion de los inputs viscerales
causados por los agentes inductores llega al cerebro a través de dos vias, por el nervio vago o por
agentes inductores que viajan a través de la sangre que llegan al &rea postrema, region con una
barrera hematoencefalica méas débil que el resto del cerebro. Estas dos vias proyectan a la parte
caudal del NTS y este a su vez proyecta a la subdivision lateral externa del PBN, a la CEA y al
nucleo hipotalamico paraventricular. La integracion de los estimulos gustativos y de los agentes
inductores se logra gracias a la convergencia de las estructuras que conforman el circuito
(Bermudez, 2004).

Proponemos que el circuito que estamos potenciando al activar las neuronas dopaminérgicas del
VTA, comienza desde el PBN y continta con conexiones dopaminérgicas hacia el VTA que es el

nacleo que codifica la informacién de estimulos recompensantes y aversivos por medio de
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neuronas dopaminérgicas (Lammel et al., 2012; Matsumoto y Hikosaka, 2009). Posteriormente, la
informacion viaja a través de una via dopaminérgica directa entre el VTA 'y la IC, puesto que se ha
demostrado que si se estimula optogenéticamente los somas dopaminérgicos del VTA hay una
fuerte liberacién de dopamina en la corteza insular anterior (Gil et al., 2020). También es probable
que la informacion viaje a través de una via indirecta que conecta el VTA con el nicleo accumbens
(nAcc), quien modula el nucleo basal magnocelular (NBM) quien finalmente conecta con la corteza
insular (corteza gustativa) (Ramirez et al., 2007). O bien, a través de otra via indirecta del VTA
hacia la amigdala quien también conecta con la corteza insular (Cl), se ha demostrado que las
neuronas dopaminérgicas de la via VTA-amigdala basal son activadas por consecuencias tanto

apetitivas como aversivas (Guzméan y Bermddez, 2012; Lutas et al., 2019). (Ver figura 17).
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Figura 17. Circuito memoria de reconocimiento al sabor. Esquema del camino que sigue la informacion gustativa.
Comienza desde la entrada de la informacidn al organismo, desde las papilas gustativas, posteriormente, por medio de
los nervios craneales llega al primer relevo en el cerebro el ndcleo del tracto solitario (NTS), después pasa al ndcleo
parabranquial (PBN) y de alli se distribuye a diferentes nlcleos cerebrales: a la amigdala central (CA) y basolateral
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(BLA), al hipotalamo lateral (HL) al ntcleo del lecho de la estria terminal (BNST), al area tegmental ventral (VTA) y
a la parte parvocelular del nicleo posteromedial del tdlamo (VPMpc) quien después proyecta a la corteza insular
gustativa (IC). La via que hipotetizamos estamos manipulando, de forma natural comenzaria en el ncleoparabranquial
(NPB) después estimulamos las neuronas dopaminérgicas del VTA quienes se comunican directamente con la corteza
insular a través de una via dopaminérgica. O a través de una via indirecta conectando con el nicleo accubens (nAcc)
estructura que modula el nicleo basal magnocelular (NBM) que finalmente conecta con la corteza insular (Cl). O bien,
a través de otra via indirecta, del VTA hacia la amigdala quien también conecta con la corteza insular (Cl) (Modificado
de Bermudez, 2004).

Se ha encontrado que muchas células del nucleo parabranquial (PBN) hacen contacto directo
con neuronas dopaminérgicas en el VTA y el consumo de quinina o sacarosa puede activar esta
via, demostrando que la informacion de sabores tanto recompensantes como aversivos es enviada
a una interface clave relacionada con la recompensa (Boughter et al., 2019). Esto nos ayuda a
explicar porque al estimular neuronas dopaminérgicas del VTA vemos un aumento en la intensidad
procesada de estimulos gustativos aversivos y recompensantes, 1o que genera una preferencia por
la sacarina 0.1% (condicién débil) y una aversion por la quinina 0.005% (condicion débil).

Pensamos que la informacion gustativa del VTA pasa al nAcc ya que independientemente de
que esta es una via dopaminérgica ampliamente estudiada, se ha reportado que las neuronas de este
nacleo responden de forma diferencial a infusiones intraorales de quinina y sacarosa (Roitman, et
al., 2005). También se ha demostrado que en el nAcc los niveles extracelulares de dopamina
incrementan de forma dependiente a la concentracién de sacarosa que se administre a los animales
(Hagnal et al., 2004), Extrapolando esta informacion es posible que la activacion de las neuronas
dopaminérgicas del VTA aumente los niveles extracelulares de dopamina en el nAcc y esto permita
que los ratones codifiquen la sacarina a una mayor concentracién, lo que les permite a su vez
identificarla y establecer la memoria gustativa correspondiente. Ademas, en este circuito hipotético
tambien consideramos al nAcc porque se ha visto involucrado en la asociacion del sabor con las
consecuencias viscerales, es decir estd implicado en el establecimiento de memorias gustativas

aversivas y memorias gustativas seguras (Ramirez et al., 2007). Resulta importante resaltar que
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nuestra aproximacion experimental solo nos permite hipotetizar acerca de estas vias, ya que en el
presente trabajo solo se manipulé el VTA y no se abord6 ninguna otra estructura.

Por otro lado, la memoria de condicionamiento de preferencia al sabor se ha visto relacionada
con el hipotalamo lateral, lesiones o la inyeccion de un antagonista de receptores D1 en esta area
reduce el condicionamiento de preferencia al sabor (CPS) (sabor-nutriente), inducido por una
inyeccion de glucosa. Ratas con una lesion en el hipotdlamo lateral no adquieren una memoria de
preferencia al sabor mientras que si aprenden a evitar sabores apareados con una infusion de cloruro
de litio es decir si adquieren una memoria de condicionamiento aversivo al sabor (Touzani et al.,
2013). También se ha demostrado que coadministrar antagonistas de los receptores glutamatérgicos
NMDA y dopaminérgicos D1 en la amigdala eliminan la adquisicion de CPS (sabor-nutriente)
mediado por una inyeccion de glucosa (Amador et al., 2014). Por lo tanto, quizé para poder lograr
que los ratones formaran una memoria de preferencia al sabor, se hubiera necesitado aparte de la
estimulacion de los somas de neuronas dopaminérgicas en el VTA, otras manipulaciones que
permitieran modificar mas mecanismos neuroquimicos en diferentes estructuras.

A nivel celular, probablemente el aumento en la intensidad de los estimulos y el establecimiento
de la memoria gustativa pudiese deberse a que, la activacién de las neuronas dopaminérgicas del
VTA permite que aumente la cantidad de dopamina liberada al medio extracelular lo que a su vez,
ya que la dopamina funciona como un input que modula, estimula a la adenilato ciclasa gracias a
la unidn de la dopamina con receptores acoplados a proteinas G, permitiendo con esto que se active
la proteina quinasa A dependiente de AMPc (PKA) debido a la disociacion de las subunidades
cataliticas de esta enzima de sus subunidades regulatorias (Bernabeu, 1997). Lo que permite que
se fosforilen receptores NMDA glutamatérgicos y asi su tiempo de apertura sea mayor. La
activacion de la PKA inhibe la actividad de fosfatasas lo que aumenta la fosforilacion de la

calcio/calmodulina proteina quinasa tipo Il (CAMKII) (Bermudez, 2004). Y también causa que las
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subunidades cataliticas recluten a las vias de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) y después ambas se transloquen a nucleo donde pueden fosforilar targets nucleares como
otras quinasas, que a su vez fosforilan factores de transcripcion, como CREB, lo que regula la
expresion génica e implica sintesis de nuevas proteinas y aumento de la cantidad de receptores
glutamatérgicos en sinapsis preexistentes como en nuevas sinapsis, 1o que permite que se establezca
una memoria de largo plazo (Abel y Lattal, 2001). Este mecanismo celular hipotético explicaria el
incremento de la intensidad de los estimulos gracias al aumento de receptores glutamatérgicos o
un aumento de los receptores glutamatérgicos fosforilados, debido al aumento de dopamina
liberada en el VTA 'y por lo tanto un aumento en la comunicacion celular explica a su vez la llegada

de la informacién a estructuras clave para la memoria gustativa como la corteza insular.

Conclusiones

e La activacion optogenética de las neuronas dopaminérgicas del Area Tegmental
Ventral durante la presentacion de sacarina y quinina en concentraciones
subumbrales permite el establecimiento de la memoria de reconocimiento al sabor.

e La activacion optogenética de las neuronas dopaminérgicas del Area Tegmental
Ventral durante la presentacion de sacarina asociada con cloruro de litio, en
concentracion y dosis subumbrales, permite el establecimiento de una memoria de
aversion al sabor, sin embargo, la activacién de las neuronas dopaminérgicas del
Area Tegmental Ventral durante la presentacion de quinina asociada con glucosa,
en concentracion y dosis subumbrales, no permite el establecimiento de una

memoria de preferencia al sabor.
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