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RESUMEN

La memoria gustativa es un mecanismo que favorece la supervivencia de un
organismo permitiéndole recordar aquellos alimentos que son seguros, tras su
ingesta sin consecuencias aversivas (atenuacion de la neofobia), de los que no lo
son, una exposicibn con consecuencias  post-ingestivas  negativas
(condicionamiento aversivo al sabor). La actividad muscarinica se ha visto implicada
en la formacién de la memoria siendo necesaria en algunos nucleos cerebrales
como la amigdala, hipocampo, entre otros. Hoy en dia se desconocen las
implicaciones de la actividad muscarinica en la amigdala para la formaciéon de una
memoria gustativa segura. En este trabajo buscamos identificar la funcion de esta
actividad muscarinica mediante el bloqueo farmacoldgico con escopolamina en
distintos subnucleos de la amigdala en ratas antes de exponerse por primera vez a
un sabor novedoso (sacarina). Observamos que la infusién de escopolamina en la
amigdala total y basolateral no afecta la deteccidén de novedad, pero si altera la
formacion de la memoria pues parece generarse una memoria aversiva ya que el
consumo de sacarina es menor en el segundo dia que en el primer dia de
exposicion. Por otro lado, en la amigdala central se ve alterada la deteccion de
novedad, consumiendo grandes cantidades de sacarina en el primer dia como si ya
fuera familiar; y consecuentemente se ve alterada la memoria el segundo dia de
consumo como si ésta fuera nuevamente neofdbica. Por ultimo, la infusién de
oxotremorina, un agonista muscarinico, en la amigdala basolateral no tuvo efecto
sobre la percepcion ni sobre la memoria, aunque esto podria deberse a multiples
factores por lo que en necesario desarrollar una mejor técnica metodolégica.



ABSTRACT

Taste memory is a mechanism that increases the probabilities of an organism’s
survival by allowing them to remember those foods that are safe, after an exposure
without aversive consequences (attenuation of neophobia), of those that are not, an
exposure with negative post-ingestive consequences (aversive taste conditioning).
The muscarinic activity has been implicated in memory formation, being necessary
in some brain nuclei such as the amygdala, hippocampus, among others. Nowadays,
the implication of the muscarinic activity within the amygdala for the formation of a
safe taste memory are unknown. So, in this work we seek to identify the function of
this muscarinic activity through the pharmacological blockade with scopolamine in
different subnuclei of the amygdala in rats before being exposed for the first time to
a novel taste (saccharin). We observed that the infusion of scopolamine in the total
and basolateral amygdala does not affect the novelty detection, but it does affect
memory formation, since it seems to generate an aversive memory since the
consumption of saccharin is lower on the second day than on the first day of
exposure. On the other hand, in the central amygdala novelty detection is affected,
consuming large amounts of saccharin on the first day as if it were already familiar;
and consequently, memory is altered on the second day of consumption as if it were
neophobic again. Finally, the infusion of oxotremorine, a muscarinic agonist, in the
basolateral amygdala had no effect on perception or memory, although this could be
due to multiple factors, which is why it is necessary to develop a better
methodological technique.



MECANISMOS NEURONALES QUE SUBYACEN AL
CAMBIO EN EL VALOR HEDONICO DEL ESTIMULO
GUSTATIVO

Al bien conocido refran “el tiempo es oro” usualmente referido a la importancia de
enfocarse en el trabajo para obtener mayores rendimientos econémicos, también
puede darsele otra acepcion: que conforme pasan los afios somos mas ricos en
experiencias debido a nuestra interaccién con el mundo que nos rodea. Gracias a
ello nos constituimos como humanos y nos distinguimos unos de otros. Si no
tuvieramos la posibilidad de guardar en nuestra mente la enorme cantidad de
experiencias cotidianas a lo largo de la vida, como degustar un corte de carne,
conocer personas para intercambiar ideas o la lectura de un libro, nuestro dia a dia
seria muy dificil. Tal es el caso del famoso paciente Henry Gustave Molaison, mejor
conocido como H.M. en los afios 50. Tras un accidente durante su infancia, H.M.
vivio con crisis convulsivas hasta la edad de 27 afios que se volvieron tan severas
que afectaban negativamente sus actividades cotidianas y laborales. El Dr. Scoville,
WB., tras agotar todos los recursos disponibles para tratar las convulsiones, decidio
realizar una lobectomia temporal. Después de la cirugia, las convulsiones habian
remitido, pero ademas manifestd una severa dificultad para formar nuevos
recuerdos. La Dra. Milner, B., que tras haberle realizado numerosas pruebas de
memoria, detectdé que H.M. era incapaz de adquirir (aprender) nueva informacion,
quedandose unicamente con los recuerdos que tenia desde antes de la cirugia,
quedando asi atrapado en un eterno presente. H.M. entonces fue diagnosticado con
amnesia anterégrada, que consiste en la dificultad para aprender nueva informacién
y por lo tanto la imposibilidad de formar nuevas memorias (Beecher Scoville et al.,
2000; Corkin, 2002; Davila, 2009). Toda esta informacion que se consolida y queda
almacenada en el cerebro es lo que conocemos como memoria; por otro lado, el
aprendizaje, es el proceso mediante el cual adquirimos esa informacion capaz de
modificar nuestra manera de ser, de pensar y por supuesto, nuestro comportamiento
a futuro. (Bear et al., 2015; Kandel, 2013).



Para su mejor entendimiento y estudio, la memoria se ha clasificado de
distintas formas. Segun su temporalidad se puede dividir en memoria de corto plazo
(Short Term Memory — STM, por sus siglas en inglés) y memoria de largo plazo
(Long Term Memory — LTM). La primera se distingue por lo siguiente: no hay un
tiempo establecido para definir una STM, se caracteriza por decaer en funcion del
tiempo y por tener una capacidad limitada de almacenamiento. La segunda, la LTM,
se distingue de la primera por no decaer en funcion del tiempo, incluso se puede
retener informacion de afios o décadas atras, y la cantidad de informacion que se

puede retener en ella parece no tener limite (Cowan, 2009).

Otra forma de clasificar a la memoria es segun el tipo de informacién que
almacena, dividiéndose asi en declarativa y no declarativa. La memoria declarativa,
también conocida como explicita, esta constituida por la informaciéon que
entendemos y manejamos de manera consciente. Por otro lado, la memoria no
declarativa es aquella que de forma inconsciente integra las modificaciones de
nuestro comportamiento derivadas de la experiencia con el medio (Almaraz-
Espinoza & Grider, 2020; Davis, 2001). Este tipo de memoria es la base para
desarrollar habilidades, reflejos y asociaciones emocionales y requiere multiples
exposiciones a los estimulos para su consolidacion (p. ej. aprender a andar en
bicicleta o tocar un instrumento musical); de ahi que también se le conoce como
memoria implicita y/o procedimental (Almaraz-Espinoza & Grider, 2020; Kandel,
2013; Lum et al., 2012).

La memoria declarativa se puede subdividir a su vez en episddica y semantica.
La memoria episddica es aquella que se construye a partir de las vivencias
individuales, es decir, de la interaccion del sujeto con el medio que lo rodea
(contexto) y tiene como caracteristica fundamental que esta situada
espaciotemporalmente; de ahi que también sea denominada autobiografica.
Cuando revivimos este tipo de memoria somos capaces de visualizar en nuestra
mente multiples fotogramas de ese momento especifico de nuestras vidas. Por otro
lado, la memoria semantica es independiente de contexto, es decir, no requiere de

la interaccidn del sujeto con el medio y esta constituida de los hechos que



conocemos sobre el mundo. Un ejemplo de ésta ultima es poder recordar tanto las
fechas de eventos historicos como las de los cumpleanos de familiares y amigos,
las capitales y ciudades importantes de diferentes paises o las colonias y barrios de
la ciudad (Almaraz-Espinoza & Grider, 2020; Bird & Burgess, 2008; Knierim, 2015).

Finalmente, la memoria también se ha clasificado segun su modalidad
sensorial, es decir, segun el tipo de informacion que recibe el sujeto, ya que existe
evidencia que sugiere que los receptores sensoriales y neuronas que responden al
estimulo, asi como estructuras y nucleos cerebrales que procesan dicha informacién
participan en su almacenamiento (Mesulam, 1998; Small & Prescott, 2005). Con
base en lo anterior podemos intuir que las estructuras anatomicas implicadas en el
procesamiento y almacenamiento, 0 memoria, de un estimulo (p.ej. gustativo) son
distintas a aquellas encargadas del procesamiento y almacenamiento de un
estimulo diferente (p.ej. auditivo). Aunque por supuesto, un episodio de vida que
queda almacenado en un recuerdo autobiografico representa el recuerdo de una
experiencia compleja, a menudo involucrando la interaccion entre distintas

modalidades sensoriales (Small & Prescott, 2005).

Ya que hemos senalado las distintas clasificaciones de la memoria, podemos
identificar a qué rubros pertenece la memoria gustativa, eje central de este trabajo.
En primer lugar, la memoria gustativa se clasifica asi, segun su modalidad sensitiva,
ya que para su formacion son necesarias estructuras periféricas como la lengua, asi
como estructuras cerebrales relacionadas con el procesamiento de estimulos
gustativos como la parte parvocelular del nucleo ventroposteromedial del talamo o
“talamo gustativo” y la corteza insular, los cuales detallaremos mas adelante.
También podemos ubicar a esta memoria como una LTM ya que se pueden
almacenar un numero ilimitado de sabores (items) durante largos periodos de la
vida de un individuo. Por ultimo, esta memoria se puede clasificar como declarativa
ya que esta caracterizada por la capacidad de reconocer el estimulo y tomar

decisiones justificadas ante su experiencia previa con el mismo (contexto).



MEMORIA GUSTATIVA: MECANISMOS QUE INTERVIENEN
EN SU FORMACION

La supervivencia de un organismo implica el uso continuo de materia y energia
obtenidos a partir de los nutrientes adecuados para realizar todas las funciones
fisiologicas y asi mantener la homeostasis (McKee & McKee, 2012). Dichos
nutrientes se encuentran en la naturaleza en multiples y variadas conformaciones
de alimentos. Debido a esto, mecanismos evolutivos como la seleccion natural, ha
dotado a los organismos de la capacidad para identificar, distinguir y recordar los
alimentos a los que se expone a lo largo de su vida, promoviendo asi su

supervivencia. Este proceso se logra de dos maneras:

En primer lugar, los mamiferos tienen una preferencia innata por aquellos
compuestos dulces y umami (asociados a tener una alta densidad caldrica y
proteinica respectivamente), mientras que presentan una aversion innata por los
compuestos agrios o sobre todo amargos (asociados a ser compuestos toxicos o en
descomposicion) (Chen et al., 2011). Por lo tanto, se infiere que los estimulos
reconocidos de forma innata como preferidos, provocan un valor hedénico positivo
y aquellos que producen rechazo provocan un valor hedonico negativo.
Entendemos por valor heddnico a la capacidad del cerebro del sujeto de reaccionar
ante algun estimulo (un objeto, una actividad, una persona, el sabor de un alimento,

etc.) y procurar su busqueda para obtener placer (Brosch et al., 2016).

En segundo lugar, los animales cuentan con la capacidad de evaluar el valor
heddnico de una comida con base en sus experiencias. De este modo, cuando se
exponen por primera vez a un alimento ocurren dos fendmenos: el primero se
conoce como neofobia (del griego neos [nuevo] y fobos [miedo], es decir: “miedo a
lo nuevo”), el cual consiste en el consumo cauteloso y en pequefas cantidades de
un alimento novedoso, ya que, en ausencia de experiencias previas con el mismo,
el organismo ignora sus consecuencias post-ingestivas, las cuales podrian ser
dafinas o incluso fatales. El segundo fendmeno se basa en el aprendizaje: si el

estimulo gustativo no tiene consecuencias negativas, el sujeto consumira mayor



cantidad de alimento en la préxima ocasion; a este tipo de aprendizaje se le conoce
como atenuacion de la neofobia (AN). Sin embargo, si la ingesta del alimento se
acompana de consecuencias desagradables (p.ej., intoxicacion, dolor abdominal,
nausea, etc.), el sujeto evitara su consumo en un futuro; a este fendmeno se le
conoce como condicionamiento aversivo al sabor (CAS) (Yiannakas et al., 2021).
La importancia de evaluar el valor heddnico en base a experiencia recae en si el
sujeto tuvo una experiencia sin consecuencias aversivas o incluso una experiencia
agradable (p. ej. una taza de café), éste estimulo tendra un valor heddnico positivo
a pesar de ser innatamente aversivo (el café es una bebida amarga que deberia

generar rechazo de forma innata).

Los fendbmenos de neofobia, AN y CAS se pueden replicar en el laboratorio
para estudiar la memoria gustativa de forma eficaz, ya que han demostrado ser
modelos conductuales capaces de formar una memoria robusta y perdurar a través
del tiempo (Molero-Chamizo & Rivera-Urbina, 2020; Nufiez-Jaramillo et al., 2010).
Estos fendmenos estan representados en la Figura 1. En la grafica se representa el
consumo de sacarina expresada como porcentaje del consumo de linea basal de
agua durante la primera (adquisicion) y subsecuentes presentaciones de solucién
de sacarina al 0.25%. El consumo de linea base de agua se encuentra en porcentaje
(Eje Y) pero también observamos que el consumo de agua (linea base) de ambas
condiciones experimentales se encuentra en 100% (Eje X) y su representacion
subsecuente como la linea punteada. En el dia de “adquisicién” (véase Fig. 1) se
observa el fendbmeno de neofobia en ambas condiciones tras ofrecerse un sabor
novedoso (sacarina). Durante la neofobia los dos grupos consumen poco volumen
de sacarina, a pesar de que sea innatamente positivo, ya que desconocen sus
consecuencias post ingestivas. En la condicion experimental “sabor aversivo” tras
consumir sacarina se le aplicd una inyeccion intraperitoneal de LiCl que causa dolor
gastrointestinal; mientras que a la condicion “sabor seguro” se le inyectd solucién
salina. El fendmeno de AN se observa en la condicién de sabor seguro (puntos de
color rosa) desde la prueba 1 y como éste llega a una asintota tras varias
exposiciones al sabor; mientras que el fendmeno de CAS esta representado por la

condicion sabor aversivo (puntos de color morado) en la prueba 1 en donde se
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observa que el consumo de sacarina es todavia menor que en la primera exposicion
pues se hizo una asociacién entre la sacarina (estimulo condicionado) con el dolor
gastrointestinal (estimulo incondicionado); por ultimo, el fendmeno de extincién se
observa en esta misma condicion experimental a partir de la prueba 2 en donde el
consumo de sacarina va en aumento, ya que no se volvio a aplicar la inyeccion de

LiCl en los dias subsecuentes.
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Figura 1. Grafica modificada de Bermudez-Rattoni, 2004. La linea punteada se refiere a la relacién

con el 100% de consumo de linea base de agua. Los puntos rosas representan el grupo que
mostré AN y que fueron inyectados con solucién salina 15 minutos después de haber

consumido sacarina. Los puntos morados representan al grupo que mostré CAS que recibio

inyeccion de LiCl en lugar de solucién salina.

SENAL GUSTATIVA Y ESTRUCTURAS DEL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL INVOLUCRADAS

Para entender como se forma una memoria gustativa es necesario describir las
principales conexiones neuronales involucradas. La sefal gustativa inicia con el
estimulo gustativo activando los receptores ubicados en los cilios de las células
gustativas que se encuentran en la lengua (Figura 2). Dichas células son excitables

y al ser estimuladas, liberan neurotransmisores que actuan sobre los receptores
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postsinapticos de las neuronas que inervan la lengua. La inervacion de la lengua
esta dada en la siguiente configuracion: las 2/3 partes anteriores por la cuerda del
timpano que es rama del nervio facial (VIl) cuyos cuerpos neuronales residen en el
ganglio geniculado, el 1/3 posterior de la lengua es inervado por el glosofaringeo
(IX) cuyos cuerpos neuronales residen en el ganglio petroso y finalmente el nervio
vago (X) que inerva la region de la epiglotis y cuyos cuerpos neuronales se
encuentran en el ganglio nodoso. Las proyecciones axonales de dichas neuronas
entran al tallo cerebral hasta llegar a la cara anterior del Nucleo del Tracto Solitario
(STN) ubicado en la médula oblongada donde hacen la primera sinapsis (véase Fig.
2). Se ha determinado que hay neuronas en STN que mandan proyecciones
axonales hacia el Nucleo Parabraquial (PBN) donde hacen su segunda sinapsis;
también existen proyecciones axonales de las neuronas del STN hacia el talamo,
especificamente en el Nucleo Ventral Posteromedial en su porcidn parvo celular
(VPMpc) [también llamado “talamo gustativo”]. Desde el PBN las neuronas mandan
multiples proyecciones hacia: 1. la parte anterior de la corteza insular (IC) [también
conocida como corteza gustativa primaria, ya que se piensa que ahi es donde se
encuentran las representaciones o “engramas” de los estimulos gustativos], 2. al
VPMpc, 3. al hipotalamo lateral (LH) y 4. La amigdala (AMY)). Por otro lado, existen
neuronas del VPMpc que mandan proyecciones hacia la corteza gustativa primaria.
Se sabe que AMY e IC tienen proyecciones axonales reciprocas como una forma
de comunicacion directa, pero también se identificd que ambas estructuras mandan
proyecciones axonales a la corteza prefrontal (PFC) donde pueden tener algun tipo
de comunicacion indirecta. En cuanto a las proyecciones entre AMY e IC, se ha
demostrado que el subnucleo central de la amigdala (CeA) manda sus proyecciones
axonales hacia la corteza insular posterior (pIC) mientras que el subnucleo
basolateral de la amigdala (BLA) manda sus proyecciones hacia la corteza insular
anterior (alC) (Bermudez-Rattoni, 2004; Gibbons & Sadiq, 2019; Molero-Chamizo &
Rivera-Urbina, 2020; Wang et al., 2018; Yamamoto & Ueji, 2011).

Por otro lado, es importante explicar también algunas conexiones neuronales

de los sistemas colinérgicos que se encuentran en el cerebro, pues se ha visto que



estan implicados sobre la formacion de la memoria gustativa (Gutiérrez, Rodriguez-
Ortiz, et al., 2003; Gutiérrez, Téllez, et al., 2003). En el cerebro se encuentran dos
sistemas colinérgicos: El primero esta ubicado en el cerebro basal anterior (BF), un
grupo de cinco nucleos morfoldgica y funcionalmente distintos dentro del cual se
encuentra el nucleo basal magnocelular (MBn), que proyecta hacia la amigdala y la
corteza cerebral, entre otras estructuras (Aitta-aho et al., 2018; Ferreira-Vieira et al.,
2016; Liu et al., 2015). El segundo sistema colinérgico se encuentra ubicado en tallo
cerebral entre el puente y mesencéfalo, y contiene el nucleo tegmental
pedunculopontino (PPT) y el nucleo tegmental laterodorsal (LDT). Las neuronas
colinérgicas pertenecientes al PPT mandan proyecciones principalmente al talamo,
a la corteza y a la médula espinal, pero recientemente se ha visto que también
mandan proyecciones hacia regiones especificas de la CeA; por otro lado, el grupo
de neuronas pertenecientes al BF manda proyecciones principalmente a corteza
insular, de forma importante a la AMY, entre otras estructuras (Ferreira-Vieira et al.,
2016; Liu et al., 2015).
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Figura 2. Esquema de las principales estructuras involucradas en el procesamiento de la
informacién gustativa. STN: Nucleo del Tracto Solitario, PBN: Nucleo Parabraquial, VPMpc:
Nucleo Ventral Posteromedial regién parvocelular, LH: Hipotalamo Lateral, IC: Corteza
Insular, AMY: Amigdala, PCF: Corteza Prefrontal, MBn: Nucleo Basal Magnocelular. Creado

con BioRender.com.
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REPRESENTACION CORTICAL Y AMIGDALINA DE LA
MEMORIA GUSTATIVA SEGUN SU VALOR HEDONICO

Multiples estudios electrofisioldgicos, asi como inactivaciones temporales o lesiones
permanentes de diferentes nucleos y tractos neuronales, han identificado las
distintas estructuras del sistema nervioso central (SNC) que estan involucradas en
los diferentes tipos de aprendizaje y memoria que hemos mencionado. Estructuras
como la AMY, IC, entre otras, tienen una participacion para la adquisicion vy
formacion de la memoria gustativa (Nufez-Jaramillo et al., 2010). La IC es una
estructura implicada en el procesamiento e integracion de la informacién sensorial
gustativa y se requiere para almacenar los engramas de la memoria gustativa
(Yiannakas & Rosenblum, 2017). Por otro lado, la amigdala es una estructura
conocida por participar en el procesamiento de emociones, especialmente aquellas
relacionadas con el miedo (Liu et al., 2018), pero también juega un papel esencial
en la formacion de la memoria (p.ej. memoria del miedo, gustativa, etc.) (Basu et
al., 2020).

En primer lugar, la IC esta implicada en la conducta neofdbica, pues su
inactivacién transitoria o permanente la atenua (Lin et al., 2018; Roman & Reilly,
2007), aunque parece no tener una participacion relevante para evocar una
memoria gustativa, es decir, una vez que el estimulo ya se ha familiarizado (Moraga-
Amaro et al., 2014). Por lo tanto, el relevante papel que tiene la IC sobre la
codificacion del estimulo gustativo nos motiva a preguntarnos lo siguiente: ¢ toda la
informacion gustativa se codifica en distintas regiones de la IC? La evidencia acerca
de una segregacion espacial de las representaciones corticales en la IC en cuanto
a las caracteristicas intrinsecas de los estimulos gustativos (dulce, salado, amargo,
acido y umami) es contrastante y parece ser sensible al método utilizado (registros
unitarios, quelantes de calcio fluorescentes, etc.). Por lo tanto, la presencia de un
mapa “gustotdpico” en la IC sigue siendo un tema controvertido (Chen et al., 2011).
Sin embargo, una idea que ha recibido mas apoyo experimental es la de una

segregacion espacial en IC dependiente del valor heddnico del estimulo gustativo.
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En otras palabras, la activacion de una region determinada de la IC determinara si
un estimulo gustativo dado producira preferencia o aversiéon (Accolla et al., 2007).
Ademas, otros datos apuntan a que la actividad de neuronas localizadas en la alC
esta encargada del procesamiento de estimulos gustativos apetitivos mientras que
la actividad de la pIC se encarga del procesamiento de estimulos gustativos

aversivos (Wang et al., 2018).

Ademas de mostrar que la representacion de la valencia de un estimulo
gustativo reside en la IC, anterior o posterior segun su valor hedoénico, otros estudios
han evidenciado que esta representacion cortical depende de la experiencia que ha
tenido el sujeto con el estimulo. Por ejemplo, en el trabajo elaborado por Acolla y
Carleton en el 2008 mediante imagenologia optica in vivo, se presentd un estimulo
apetitivo (sacarina) con una posterior inyeccion intraperitoneal de LiCl a un primer
grupo (grupo experimental), mientras que a un segundo se le presentd el mismo
estimulo, pero con inyeccion intraperitoneal de solucién salina (grupo control). Se
observé que en el grupo experimental (sacarina + LiCl) la representacion cortical de
la sacarina mostraba un patrén similar a la de un estimulo gustativo amargo con un
valor heddnico innatamente negativo como la quinina (Accolla & Carleton, 2008). En
otras palabras, ambos estimulos se codificaban en la misma zona cortical; ademas
de que los animales mostraron un comportamiento de evitacion a la sacarina, es
decir, francamente aversivo. En el grupo control (sacarina + sol. salina) la
presentacion del estimulo gustativo generd una representacion cortical cuyo patrén
era diferente al de un estimulo innatamente aversivo; ademas, conductualmente,
los animales mostraron la preferencia clasica por la sacarina. Adicionalmente, los
autores permitieron que un grupo previamente condicionado (sacarina + LiCl)
extinguiera esta asociacién; por lo que tras nueve dias de ofrecer sacarina sin
aplicar LiCl, evaluaron nuevamente la representacién cortical de los estimulos.
Interesantemente, observaron que el patrén cortical generado por la sacarina,
previamente condicionada pero ahora extinguida, era diferente del de la quinina
(Accolla & Carleton, 2008). Estos experimentos sugieren que la representacion

cortical de un estimulo no es estatica, sino que depende de la experiencia que tenga
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el sujeto con el estimulo, por lo que agrega mas evidencia al componente plastico

de la informacién que reside en la IC.

Respecto a la amigdala, también se le ha implicado una participacion para la
formacion de memorias gustativas. Por ejemplo, mediante inactivacion
farmacoldgica de la BLA, la respuesta neofdbica se ve parcialmente afectada (Lin
et al.,, 2018; Shinohara & Yasoshima, 2019). También se ha visto que, mediante
lesiones quimicas de distintos subnucleos de AMY, la amigdala basolateral (BLA),
pero no la amigdala central (CeA), se retrasa la atenuacion de la neofobia,
sugiriendo una afectacién en la adquisicion de nueva informacién de estimulos
gustativos (Andre & Reilly, 2007). Por otro lado, también se ha sugerido que distintos
subnucleos de la amigdala tienen una participaciéon sobre el procesamiento del
estimulo gustativo. Por ejemplo, en el trabajo de Wang y colaboradores del 2018
encontraron que la alC y la plC proyectaban a la BLA y la CeA respectivamente.
Ademas, mediante optogenética, encontraron que BLA tenia una participacion
sobre el procesamiento de la informacién para los sabores con un valor heddnico
positivo mientras que la CeA para los sabores con un valor heddnico negativo
(Wang et al., 2018). Lo anterior sugiere una segregaciéon funcional, BLA o CeA,
segun el valor hedoénico del estimulo gustativo. Sin embargo, no solo es necesaria
la actividad de BLA y CeA de forma independiente, sino que se ha visto que es
necesaria la interaccion entre AMY e IC para que se formar una memoria gustativa.
Por ejemplo, mediante el uso de vectores virales retrégrados se lograron identificar
las proyecciones en alC provenientes de la BLA las cuales, mediante inhibicién
quimiogenética, se demostraron ser necesarias para la formacion de la memoria
gustativa (Kayyal et al., 2019). Asi también, mediante la activacion de receptores
hM3Dq, un receptor de diseio activado exclusivamente por drogas de disefio
(DREADD’s, por sus siglas en inglés), se encontré que la codificacion de la
informacion en la IC esta regulada por la interaccion entre la IC y BLA (Abe et al.,
2020).
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En resumen, la IC y AMY son estructuras implicadas en la formacién de una
memoria gustativa. Aunque la IC parece tener una segregacion espacial y
funcionalmente segun el valor hedoénico del estimulo, es posible que la AMY pueda
presentar esta misma segregacion aunque todavia no se ha demostrado ya que la
mayoria de estudios han sido principalmente enfocados a la BLA (Abe et al., 2020;
Kayyal et al., 2019; Lin et al., 2018), relegando la CeA por su aparente falta de
participacion durante la formacion de una memoria, especificamente hablando del
CAS e inhibicion latente (Andre & Reilly, 2007). Ademas, tanto la IC como AMY
parecen estar estrechamente relacionadas en cuanto memoria gustativa se refiere
y parece existir una conexion segun sea un estimulo con valor hedoénico negativo
(pIC-CeA) o positivo (alC-BLA).

SISTEMA COLINERGICO Y SUS FUNCIONES

El sistema colinérgico (compuesto por la palabra “colina” y el sufijo griego “ergos”
[obra], es decir, “obra de la colina”) involucra a aquellas neuronas que sintetizan y
liberan acetilcolina (ACh), ademas de una infinidad de otras células como las gliales
musculares y glandulares, que responden a este neurotransmisor. Este sistema se
ha visto implicado en multiples funciones del Sistema Nervioso Central (SNC) como
memoria (Arieli et al., 2020), atencién (Canolty & Knight, 2010; Holloway et al., 2020;
Howe et al., 2017), suefo (Nikonova et al., 2017; Niwa et al., 2018), regulacion del

estrés y emociones (Arias et al., 2021).

La ACh se sintetiza en las neuronas a partir de la transferencia de acetil
coenzima A (suministrada por la mitocondria) a la colina (obtenida principalmente
de la dieta) gracias a la enzima colin acetiltransferasa. Una vez formada, la ACh se
almacena en vesiculas presinapticas en espera de la despolarizacién de la neurona
para su liberacidn a la hendidura sinaptica. (H. Ferreira-Vieira et al., 2016). Cuando
aumenta su concentracién en el espacio sinaptico, la ACh puede activar a los
receptores nicotinicos (nAChR'’s), que son canales i6nicos activados por ligando o
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bien activar a los receptores muscarinicos (MAChR’s), que son receptores

acoplados a proteina G.

Hay diferentes subtipos de mMAChR’s los cuales han sido designados como M1,
Mz, M3, M4 y Ms y estan ampliamente distribuidos en el cerebro. Los receptores M1,
Ms y Ms son receptores acoplados a proteina Ggq11, usualmente postsinapticos,
donde generalmente tienen un efecto excitador al promover la activacion de cinasas
y la liberacion de calcio desde pozas internas; mientras que los receptores M2y M4
son receptores acoplados a proteina Gio, usualmente presinapticos, donde actuan
como autorreceptores, inhibiendo la liberacion de ACh por retroalimentacion
negativa (Chen et al., 2016; Ferreira-Vieira et al., 2016; Knox, 2016; Lebois et al.,
2018).

Generalmente los nAChR’s se encuentran en la unidon neuro muscular,
mientras que los MAChR se encuentran principalmente en el SNC y sistema
nervioso auténomo (Migirov & Datta, 2020). Aun asi, existen diferentes tipos de
NAChR’s que se pueden encontrar en el cerebro: Tipo IA, que consiste en cinco
subunidades a7; tipo Il, que consiste en subunidades asB2; tipo Ill, el cual consiste
en subunidades asBs4B2; y el tipo IV, que consiste en subunidades azB4/azP4
(Myslivecek, 2021). La gran mayoria de estos nAChR’s cerebrales son presinapticos
por lo que tienen la funcion de modular la liberacion de otros neurotransmisores,
como glutamato, ante respuestas centrales (Dani, 2015; Taylor, 2012). Sin
embargo, también existen nAChR’s postsinapticos y somaticos que despolarizan
neuronas (p.ej. dopaminérgicas) llevando a una mayor activacion del potencial de
accion (Dani, 2015).

Dicho lo anterior, nos enfocaremos en los mMAChR’s ya que son de nuestro
interés, pues se ha visto que el bloqueo de los receptores muscarinicos en la AMY
o IC interfiere con la formacion de la memoria gustativa (Gutiérrez, Téllez, et al.,
2003; Morin et al., 2021). Estudios previos han demostrado, mediante

inmunohistoquimica, la presencia de mAChR’s en la AMY (McDonald & Mascagni,
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2010, 2011). En la BLA se identifico una alta densidad de receptores de tipo M1 que
se encuentran exclusivamente en neuronas piramidales (glutamatérgicas). También
se detectd inmunoreactividad en otras areas de la AMY, aunque de forma mas
difusa y menos densa (McDonald & Mascagni, 2010). Por otro lado, el mismo grupo
de trabajo, logré identificar la presencia de receptores de tipo M2 con una mayor
densidad neuropilar en la porcién anterior de la BLA y CeA medial (CeM) que en el
resto de la AMY. Ademas, de forma escasa se encontraron mAChR’s en cuerpos
neuronales. Cabe resaltar que los receptores M2, tanto cuerpos neuronales como
neuropilo, fueron identificados como neuronas GABAérgicas (McDonald &
Mascagni, 2011).

Particularmente numerosos estudios han demostrado, mediante diversas
aproximaciones metodoldgicas y en una gran diversidad de especies, que la
activacion del sistema colinérgico central facilita el aprendizaje y formacién de la
memoria, mientras que su inhibicién provoca cuadros amnésicos. Por ejemplo, Gil-
Bea y colaboradores, realizaron la infusion intracerebro-ventricular de la
inmunotoxina saporina 192 IgG, la cual dana selectivamente a las neuronas
colinérgicas septum medial, las cuales mandan sus proyecciones principalmente al
hipocampo, estructura relacionada con la formacion de memoria. Observaron que,
en comparacién con los controles, las ratas con esta lesidn realizaron mas intentos
y de mayor duracion en aprender la tarea del laberinto acuatico de Morris, sugiriendo

afectacion en la adquisicion y consolidacion de la memoria (Gil-Bea et al., 2011).

Por otro lado, Jiang y colaboradores realizaron una tarea de miedo
condicionado tono-electrochoque (una asociacién entre el tono [CS] con el
electrochoque [US]) en donde mediante optogenética sobre-activaron o inhibieron
las proyecciones colinérgicas en la BLA provenientes del NBm durante la etapa de
condicionamiento. Observaron que al sobreactivar la proyeccion NBm-BLA, esta
asociacion CS-US tarda mas dias en extinguirse por completo; ademas, no se
observaron diferencias entre control y sujetos experimentales durante la adquisicion

0 evocacion de la memoria. Mientras que cuando se inhibe la BLA, se observo una
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afectacion negativa de la adquisicidon y evocacion, no asi la extincion. Entonces se
sugiere que la sefalizacion colinérgica esta implicada no solo en la adquisicion, sino

también en la evocacion y extincion de la memoria (Jiang et al., 2016).

Adicionalmente, en el estudio de Aitta-aho y colaboradores lograron, mediante
novedosas técnicas inmunohistoquimicas y optogenéticas, identificar aferencias
axonales de neuronas colinérgicas del BF y el PPT hacia la AMY y de qué forma
cada aferencia tiene un impacto diferencial sobre la conducta. Respecto a las
neuronas colinérgicas del BF, este grupo de trabajo demostré que las proyecciones
hacia la amigdala eran esencialmente hacia la amigdala basal (BL) y CeM y que la
activacion de dichas proyecciones promueve conductas de aproximacion o
apetitivas; mientras que las neuronas colinérgicas del PPT mandan sus
proyecciones hacia la amigdala central lateral (Cel) y su activacion promueve
conductas de alejamiento o aversivas, que ademas perduran en el tiempo (Aitta-aho
et al., 2018).

Otro aspecto del sistema colinérgico es que se le ha relacionado con la
deteccién de la novedad de un estimulo; es decir, se ha visto que la ACh aumenta
cuando un estimulo es novedoso, no asi cuando es familiar. En un estudio mediante
microdialisis en la CI, reporta que los niveles de ACh aumentan significativamente
ante un estimulo gustativo novedoso sin importar que tenga un valor heddnico
positivo (sacarina) o tenga un valor heddnico negativo (quinina). Posteriormente,
cuando el estimulo se volvié familiar, los niveles de ACh regresaron a los valores
basales (Miranda et al., 2000)

La deteccion de novedad, mediante la actividad de ACh, tiene suma
importancia para la formacion de la memoria gustativa como observaron Gutiérrez
y colaboradores en el 2003. En este trabajo evaluaron el efecto de la infusion de
escopolamina, antagonista muscarinico, o vehiculo en la IC sobre la tarea de AN.
Observaron que la infusion del farmaco 20 minutos antes o hasta 2 horas después

del sabor novedoso, inhibe la AN imposibilitando la familiarizacién con el estimulo
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gustativo. En otras palabras, la ACh en IC permite la formacion normal de la
memoria gustativa, y bloquear su efecto impide la correcta adquisicion y

consolidacion de esa informacién (Gutiérrez, Téllez, et al., 2003).

En suma, el sistema colinérgico involucra aquellas neuronas que liberan y
responden a la ACh; en el cerebro, los mMAChR’s estan esencialmente involucrados
en plasticidad y la memoria. El sistema colinérgico esta involucrado en multiples
funciones como el ciclo suefio-vigilia, la atencion y el aprendizaje y la memoria, entre
otros. Se ha demostrado que algunas estructuras como la AMY y la IC estan
criticamente implicadas en el aprendizaje y memoria gustativos mediante
experimentos que han manipulado la sefal colinérgica. Diferentes subnucleos de la
AMY, especificamente BLA, cuenta con una alta densidad de mAChR’s tipo M1 en
los somas de neuronas principales; mientras que los M2 se encuentran
abundantemente en el neuropilo de neuronas GABAérgicas en BLA y CeM. Por
ultimo, la actividad colinérgica sobre distintos subnucleos de la AMY parece tener

una actividad conductual diferencial.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que la AMY es una de las principales estructuras implicadas en la formacién
de la memoria gustativa. Ademas, se ha encontrado que los subnucleos de dicha
estructura, BLA y CeA, estan involucradas de forma diferencial en el procesamiento
de estimulos gustativos con valor hedonico opuesto. La AMY, que cuenta con
abundantes mAChR’s, recibe proyecciones desde las neuronas colinérgicas
ubicadas en el BF y del PPT. Los dos sistemas colinérgicos en el cerebro tienen
una participacién diferencial sobre la conducta, el BF relacionandose con conductas
apetitivas o de acercamiento mientras que el PPT promoviendo conductas aversivas
o de alejamiento. Sin embargo, se desconoce el papel de los mMAChR’s de la AMY
en la formacibn de memoria gustativa apetitiva, durante la atenuacion de la

neofobia.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Qué funcion tienen los mMAChR'’s de la BLA y CeA, en la formacion de la memoria

gustativa durante la AN?

OBJETIVOS

o Principal: Determinar la funcion de los mAChR’s en la BLA y la CeA durante
la tarea de AN utilizando una aproximacion farmacolégica con escopolamina,
bloqueador de mAChR’s y oxotremorina, agonista de mAChR’s.

o Particulares:

1.- Determinar la funcién de los mAChR’s de la BLA en la adquisicion y
consolidacion, mediante la infusion de escopolamina inmediatamente antes de

un sabor novedoso.

2.- Determinar la funciéon de los mAChR’s de la CeA en la adquisicion y
consolidacion, mediante la infusion de escopolamina inmediatamente antes de

un sabor novedoso.

3.- Determinar la funcion de los mAChR’s de la BLA en la adquisicion y
consolidacion, mediante la infusidon de oxotremorina inmediatamente antes de

un sabor novedoso.

HIPOTESIS

e Hipétesis 1: La inhibicion de receptores muscarinicos en BLA impedira

la formacion de una memoria apetitiva durante la tarea de AN.
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e Hipétesis 2: La inhibicion de receptores muscarinicos en CeA no
afectara la formacién de una memoria apetitiva durante la tarea de AN.
e Hipétesis 3: El agonismo de receptores muscarinicos en BLA
promovera una mayor AN que los controles evidenciando una formacion

de memoria apetitiva mas eficaz.

METODOLOGIA

Animales

Se utilizaron ratas Wistar de 250 — 300 g como sujetos experimentales. Todos los
procedimientos fueron aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los
sujetos fueron obtenidos del bioterio de la Facultad de Medicina y aclimatados en el
vivario de nuestro laboratorio durante una semana. Las condiciones del bioterio se
mantuvieron con un ciclo de luz-oscuridad de 12h x 12h con una temperatura
ambiental de 24 °C durante todo el experimento. A los sujetos se les ofrecio agua y

alimento ad libitum hasta antes de iniciar las pruebas de conducta.
Cirugia

Una vez cumplido el periodo de aclimatacion, los sujetos fueron anestesiados con
una mezcla de xilacina (10mg/Kg) y ketamina (100mg/Kg) para iniciar el
procedimiento quirurgico. Se corrobord que los sujetos presentaran una anestesia
eficaz e inmediatamente fueron montados en un aparato de cirugia estereotaxica
para rata (Lab Standard Stereotaxic Instrument, Stoelting C.O.). Enseguida se
aplicé una inyeccion de metamizol (20 mg/10 mL) a una dosis de 2mg/Kg, s.c., y se
aplicaron 30 Ul de lidocaina/epinefrina (20mg/0.005mg/mL) en el sitio de incision
para disminuir dolor, edema y sangrado. La cirugia inicié con una incisidn cutanea
anteroposterior de 2 cm sobre la cabeza de la rata hasta exponer el craneo.
Posteriormente el craneo fue trepanado mediante el uso de un taladro quirurgico

por encima de las estructuras de interés. Se colocaron canulas intracerebrales,
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fabricadas a partir de agujas de 23G, de 14 mm (para AMY o CeA) o0 14.5 mm (para
BLA) de largo, quedando fijas 1 mm por arriba de la estructura de interés. Las
coordenadas utilizadas para AMY y CeA fueron las siguientes: AP: -2.8 mm de
bregma; L: £4 mm de bregma, DV: -8 mm de la superficie externa del craneo; y para
la BLA: AP: -2.8 mm de bregma; L: £5 mm de bregma, DV: -8.5 mm de la superficie
externa del craneo. Se colocaron estiletes dentro de ambas canulas para evitar la
formacion de coagulos que obstruyeran las mismas. Las canulas fueron fijadas al
craneo usando un tornillo de acero inoxidable con acrilico dental encima. Finalmente
se aplico antibidtico profilactico (penicilina) de forma tépica para evitar infecciones
postoperatorias. Tras la cirugia se dejé que los sujetos se recuperaran en cajas

individuales por una semana.

Pruebas conductuales

Las pruebas de conducta se llevaron a cabo en un cuarto aislado del ruido exterior.
Se utilizaron cajas de acrilico con un tamafo de 53 x 43 x 20 cm a las que se les
colocaron 10 bebederos (5 en cada extremo de la caja) de 3 ml cada uno, los cuales
se encontraban fijos en dos barras de acrilico ubicadas en los extremos laterales de

la caja (Figura 3).

Figura 3. Caja de conducta con los bebederos fijos en barras de acrilico.
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Para las pruebas conductuales, se incluyeron los grupos que fueron infundidos
con escopolamina (Sigma) o vehiculo (sol. salina 0.9%) y otro grupo de sujetos sin
operar (naive) que no fueron infundidos. Una vez finalizado el periodo de
recuperacion, los sujetos fueron privados de agua la tarde anterior al inicio del
experimento (dia 0). A partir del primer dia en adelante a cada sujeto se le ofrecid
ingesta de liquidos unicamente en dos sesiones al dia, mafana y tarde, durante 10
minutos por sesion. En los primeros dos dias, es decir, durante la habituacion, se
colocaron 3 mL de agua en cada bebedero (30 mL en total repartidos en los diez
bebederos). Al terminar el tiempo de ingesta de liquidos, los sujetos eran regresados
a sus cajas individuales en el vivario. El tercer dia por la mafiana, (adquisicién; S1),
se les ofrecio el sabor novedoso (sacarina 0.3%, Sigma-aldrich) repartido de forma
semi-aleatoria en cinco de los bebederos, mientras que los otros cinco contenian
agua; ese mismo dia en la tarde se volvié a ofrecer solo agua. El cuarto dia se les
ofrecié solo agua tanto en la mafiana como en la tarde. El quinto dia se realizé la
evocacion (S2) ofreciendo agua y sacarina en las mismas condiciones que en S1.

Se muestra una linea de tiempo donde se resume esta informacién (Figura 4).

Alimento y agua Administracién de liquidos por
ad libitum 10 min dos veces al dia

Recuperacién de 1 semana

Dia 3 Dia 5
Adquisicién Evocacidn
(s1)* (s2)
Privacion de I l

agua *

Cirugia en
ratas

" w
Infusién de Agua y Sacarina de

libre eleccién

Escopolamina o
Vehiculo

Figura 4. Linea de tiempo donde se resume el disefio experimental.
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Farmacos e Infusion

Los farmacos utilizados fueron escopolamina, antagonista no selectivo de los
mMAChR’s, a una concentracién de 30 pg/pL y oxotremorina, agonista no selectivo
de los mMAChR’s, a una concentracion de 0.1 ug/pL. Con los inyectores previamente
insertados en las canulas guia, se infundio la escopolamina o vehiculo cinco minutos
antes de exponer a los sujetos al sabor novedoso (S1). Los inyectores, cuya longitud
era de 15 mm (para AMY y CeA) o 15.5 mm (para BLA), estaban conectados
mediante un tubo de polietileno a microjeringas de 10 uL (Microliter syringes 700,
Hamilton Bonaduz AG) montadas en una bomba de infusién (Dual syringe infusion
pump, Stoelting C.0O.). Se infundié un volumen total de farmaco (escopolamina u
oxotremorina) o vehiculo de 1 yL (para AMY) o 0.3 uL (para CeA o BLA) en cada
hemisferio a lo largo de tres minutos. Ademas, se dejaron los inyectores dentro de

las canulas dos minutos mas para permitir la difusidon adecuada del farmaco.

Histologia

Una vez terminadas las pruebas conductuales los sujetos fueron anestesiados con
una sobredosis de pentobarbital sédico y perfundidos intracardialmente con
solucion salina al 0.9% seguido de una solucién de paraformaldehido 4%.
Posteriormente los sujetos fueron decapitados y se extrajeron los cerebros para ser
almacenados en solucion crioprotectora de PBS 0.1M con sacarosa al 30%. A los
cerebros se les realizaron cortes coronales de 40 um de grosor en un criéstato. Los
cortes fueron montados en portaobjetos de vidrio cubiertos de gelatina y tefiidos con
la técnica de Nissl. Solo aquellos sujetos que presentaron las puntas de los
inyectores dentro de las estructuras indicadas, AMY (Figura 5), BLA (Figura 6) o
CeA (Figura 7), fueron incluidos en el analisis estadistico. Se utilizé un atlas de
coordenadas estereotaxicas del cerebro de rata como referencia para ubicar las
puntas de los inyectores. La extension de AMY abarca desde -1.52 mm hasta -3.96
mm posterior a bregma (CeA desde -1.52 mm hasta -3.0 mm; mientras que BLA va
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desde -1.72 mm hasta -3.96 mm) y su profundidad dorsoventral se puede ubicar

entre -8.0 mm y -9.0 mm desde la superficie del craneo, ubicadas a partir de un atlas

del cerebro de rata (Paxinos & Watson, 2004).

F J — S tevceneeee
¢ Interaural 6.48 mm

a -2.52

Figura 5. El area anaranjada indica el sitio de AMY

Figura 6. El area verde indica el sitio de BLA
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Figure 54

}
f
i Interaural 6.48 mm s Bregma -2.30 mm

Figura 7. El area roja indica el sitio de CeA

Analisis estadistico

Se registré la cantidad en mililitros (mL) de agua y sacarina que consumio cada
sujeto en cada sesion a lo largo del experimento, con una precisiéon de + 0.1 mL.
Los datos se recopilaron en Excel en donde se obtuvo el consumo total y de
sacarina, asi como el indice de preferencia (I.P.) de cada sujeto, el cual se obtuvo
mediante la siguiente formula: I.P. = [Volumen de Sacarina/(Volumen Sacarina +
Agua)] x 100. Posteriormente, los datos expresados en IP se analizaron en el
software estadistico Graph Pad Prism 9. Para el primer experimento donde
buscamos identificar la concentracion de sacarina con mayor utilidad para nuestro
modelo experimental utilizamos una prueba de t pareada para la concentracion de
sacarina 0.1% y otra para la concentracién de 0.3%. Posteriormente, para el resto
de los experimentos, se utilizaron andlisis de varianza factorial de dos vias (2w-

ANOVA) mixto, y realizando correcciones post-hoc (Sidak) donde era apropiado.
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Los factores intra-grupo estan constituidos por un mismo grupo que en la misma
condicion, experimental o control, fue evaluado en multiples ocasiones a través del
tiempo; mientras que los factores inter-grupo son aquellos que con diferente
condicion fueron comparados en el mismo punto en el tiempo. Las diferencias de
medias entre grupos con p<0.05 fueron consideradas significativas. Los IP’s y en su

caso el consumo en volumen fue graficado como media + error estandar.

RESULTADOS

Histologia

En el analisis de datos unicamente se incluyeron aquellos sujetos en donde ambas
puntas del inyector se localizaron dentro de la estructura de interés sefaladas en
las figuras 5 a 7. Se excluyeron los datos de aquellos sujetos en donde solo uno o
ningun inyector se encontré dentro del area de interés. En las figuras 8 a 11 se
muestran representaciones esquematicas de los cerebros de sujetos cuyos
inyectores se hallaron dentro de la zona de interés y que fueron incluidos en el

analisis estadistico.
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Figura 8. Fotografia estereoscopica de un cerebro de rata tras haber sido procesado por la tincion
de Nissl. A, corte coronal de un cerebro de rata con evidencia de ambas canulas e inyectores. By
C, linea roja delimita la zona de la amigdala total donde se evidencian los inyectores dentro de

dichas zonas.
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/ -1.92 mm

-2.28 mm

Figura 9. Puntas de inyectores dentro del area de AMY en sujetos que recibieron infusion de

escopolamina. O-= Vehiculo, ®- Escopolamina
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Figura 10. A, ejemplo de un cerebro con corte coronal con evidencia de ambas canulas e
inyectores. B y C, linea roja delimita la zona de la BLA y se evidencian los inyectores dentro de

dichas zonas.
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-2.52 mm

-2.76 mm

-3.00 mm

-3.24 mm

Figura 11. Puntas de inyectores dentro del drea de BLA en sujetos que recibieron infusion de

escopolamina. O- Vehiculo, 0 - Escopolamina
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Figura 12. A, ejemplo de un cerebro con corte coronal con evidencia de ambas canulas e

inyectores. B y C, linea roja delimita la zona de CeA y se evidencian los inyectores dentro de
dichas zonas.
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- 1.92 mm

-2.28 mm

-2.40 mm

-2.52 mm

-2.76 mm

-3.00 mm

Figura 13. Puntas de inyectores dentro del area de CeA en sujetos que recibieron infusion de

escopolamina. O-= Vehiculo, ®- Escopolamina
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Figura 14. A, evidencia de un cerebro con corte coronal con ambas canulas e inyectores. B, linea
roja delimita la zona de BLA y se evidencian los inyectores dentro de dichas zonas, donde se hizo

la infusiéon de oxotremorina.
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Figura 15. Puntas de inyectores dentro del drea de BLA en sujetos que recibieron infusion de

oxotremorina. O-= Vehiculo, ®- Oxotremorina

Atenuacién de la neofobia (AN) con distintas concentraciones de
sacarina

En primer lugar, se determiné la curva de AN para distintas concentraciones de
sacarina bajo nuestras condiciones experimentales. La primera concentracion,
0.1%, aunque se considera una baja concentracién, todavia es perceptible por los
sujetos y es utilizada principalmente en experimentos de CAS (Garcia et al., 1955;
Gutiérrez, Téllez, et al., 2003). La segunda concentracion, 0.3%, se considera una
concentracion altamente preferente por los sujetos experimentales (Mickley et al.,
2005). Decidimos evitar usar concentraciones mayores, de 0.5% en adelante, ya
que éstas provocan una respuesta de rechazo o aversion (Ramos, 2020; Stehberg
et al., 2011) y la finalidad de nuestro trabajo es generar una AN para el segundo dia
de consumo lo cual seria dificil de lograr con una solucion aversiva. Con base en lo
anterior, este primer experimento se conformé de dos grupos diferentes: El primero
al que se le ofrecio sacarina 0.1% (n=5) y un segundo al que se le ofrecioé sacarina
0.3% (n=5). Los resultados obtenidos fueron sometidos a una prueba de t pareada
para determinar si existe AN con las distintas concentraciones de sacarina. El grupo

al que se le ofreci6 sacarina 0.1% no evidencié una AN [(t=0.96, df=4), p > 0.05],
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sin embargo, el grupo que se le dio sacarina a una concentracion de 0.3% si se
logré demostrar la AN [(t=4.36, df=4), p < 0.05]. Los resultados obtenidos del grupo
sacarina 0.1% y 0.3% fueron graficados en la figura 12, A y B respectivamente. Con
estos resultados evidenciamos que la sacarina a una concentracion de 0.3% es la
mas adecuada para poder demostrar AN con la técnica de multiples bebederos

(véase Fig. 3).

Sacarina 0.1% Sacarina 0.3%
= 100- = 100-
3 -
S 804 S 804
& o
W 60 w60+
L ] *
u @
o 404 & 40+
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=)
o i
w20 w 20
o
2 )
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Z s'1 slz = s1 S2

DIA DE CONSUMO DE SACARINA DIA DE CONSUMO DE SACARINA

Figura 16. indice de preferencia en sujetos segun la concentracién de sacarina. Al grupo que se le
ofrecié sacarina al 0.1% (A) no demostré AN [(t=0.96, df=4), p > 0.05], mientras que el grupo que

se le ofreci6 sacarina al 0.3% (B) si se logré evidenciar AN [(t=4.36, df=4), *p < 0.08].

Consumo de sacarina en animales agrupados y aislados

Por otro lado, como se mencioné en el apartado de métodos, las ratas se
mantuvieron en cajas individuales y de forma aislada después de la cirugia,
manteniéndose asi hasta el ultimo dia del experimento para finalmente ser
perfundidas, es decir, los sujetos tras la cirugia no volvieron a estar en contacto
entre ellos. Se decidio tomar esta medida ya que, de lo contrario, los sujetos tendian
a morderse o lastimarse sus heridas quirurgicas y canulas entre ellos. Por otro lado,
se sabe que el aislamiento social en ratas provoca cambios de comportamiento

como depresion, estrés o agresividad (Dandekar et al., 2009; Myslivecek, 2021;
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Ros-Simé & Valverde, 2012). Por lo anterior evaluamos si este aislamiento social
de aproximadamente 2.5 semanas, en ratas no operadas (Naive) afecta la
preferencia de sacarina. Para este experimento incluimos un grupo de sujetos
agrupados (n=5) y sujetos aislados (n=5), es decir, los primeros se encontraban en
una caja grande grupal, mientras que los segundos se mantuvieron en cajas
individuales durante todos los dias que durd el experimento. La duracion del
experimento fue de cuatro dias de consumo de sacarina para poder evaluar si
existia una correcta AN demostrando el consumo asintético de sacarina. El analisis
estadistico, mediante ANOVA de dos vias, no encontré ningun efecto principal del
tiempo [F (2.19, 17.56) = 3.22, p=0.06] ni de la condicién [F (1, 8) = 0.22, p=0.64],
asi tampoco hubo interaccién entre ambas variables [F (3, 24) = 1.25, p=0.31]. Los
datos obtenidos fueron graficados en la figura 13. Estos datos sugieren que el

aislamiento social no afecta la AN.

GRUPOS NAIVE - SACARINA 0.3%
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Figura 17. indice de preferencia en sujetos agrupados y aislados (S1 a S4). Comparacion entre

sujetos agrupados (n=5) y sujetos aislados (n=5). 2w-ANOVA = p > 0.05
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Infusion de escopolamina en AMY antes del sabor novedoso

Los experimentos anteriores nos ayudaron a determinar la concentracion ideal para
medir la AN en sujetos expuestos a multiples bebederos, ademas, el aislamiento
social de los sujetos no parece tener un impacto sobre el consumo o preferencia de
la sacarina; por lo tanto, a partir de aqui se decidié usar solo concentraciones de
sacarina de 0.3% en sujetos aislados. En el siguiente experimento se procedié a
evaluar el efecto de la inhibicion muscarinica antes de la adquisicion en la totalidad
del complejo amigdalino. Se incluyé un grupo al que se le infundié el farmaco
escopolamina (n=9), otro al que se le infundié solucién salina (vehiculo, n=7) y un
ultimo grupo al que no se le realizé la cirugia (naive, n=5). Este ultimo grupo fue
incluido con el fin de descartar efectos sobre la tarea de atenuacion de la neofobia
debido al procedimiento quirdrgico. También este experimento se extendié a cuatro
dias para confirmar la correcta AN y consumo asintético de sacarina en los grupos.
Los datos obtenidos (IP’s) fueron graficados en la figura 14. Tras el analisis
estadistico no se encontrd un efecto principal del grupo [F (2, 18) = 3.34, p > 0.05]
ni de los dias de consumo [F (1.88, 33.88) = 1.75, p > 0.05], sin embargo, si se
encontré una interaccidn entre ambas variables [F (6, 54) = 4.24, p < 0.01]. El ajuste
posthoc (Sidak) mostré una diferencia intra-grupo para el grupo naive hasta el tercer
dia de consumo (M=61.36, SD=15.76, p < 0.05), mientras que el grupo
escopolamina mostré diferencia a su segundo dia de consumo (M=16.88,
SD=21.13, p < 0.05), y el grupo vehiculo no mostr6 cambios significativos en
ninguno de los dias de consumo observados (p > 0.05). Por otro lado, durante el
primer dia de consumo (S1) no se mostraron diferencias inter-grupos [naive vs.
vehiculo (MD= -2.83, p > 0.05), naive vs. escopolamina (MD= -13.81, p > 0.05),
vehiculo vs. escopolamina (MD= -10.98, p > 0.05)]. El segundo dia de consumo
(S2), el grupo escopolamina mostro diferencia con naive (MD= 31.62, p < 0.05) pero
no con vehiculo (MD= 20.65, p > 0.05) y tampoco hubo diferencias entre naive vs.
vehiculo (MD= 10.97, p > 0.05). Para el tercer dia de consumo (S3) se mantuvieron
las mismas preferencias que en S2 [escopolamina vs. naive (MD= 39.42, p < 0.05),

escopolamina vs. vehiculo (MD= 16.36, p > 0.05), vehiculo vs naive (MD= 23.06, p
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> 0.05)]. Para el cuarto dia de consumo (S4) no se mostraron diferencias entre
ningun grupo [escopolamina vs. vehiculo (MD= 25.32, p > 0.05), escopolamina vs.
naive (MD= 35.77, p > 0.05), vehiculo vs. naive (MD= 10.45, p > 0.05)]. En este
primer experimento se observa que el grupo naive presenta neofobia y una AN
esperadas. El grupo vehiculo mantuvo su IP durante todo el experimento sin mostrar
diferencias significativas intragrupo. Finalmente, el grupo escopolamina no mostré
diferencias con vehiculo ni naive en S1, lo que sugiere que los mMAChR no estan
involucrados en la percepcion de estimulos gustativos por lo que no se vio afectada
la neofobia. Sin embargo, al mostrar diferencias significativas contra naive en S2 y
S3, se sugiere que los mMAChR son necesarios para formar una memoria gustativa
ya que se vio afectada la evocacion.

AMY TOTAL - SACARINA 0.3%
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Figura 18. indice de preferencia tras la infusién de escopolamina en AMY total (S1 a S4).

Comparacioén entre grupos vehiculo (n=9), naive (n=5) y escopolamina (n=10). (*) Diferencias

intra-grupo; (#) Diferencias inter-grupos (escop. vs naive); (‘) Momento de infusion. (2w-ANOVA,

p <0.01; */# p < 0.05).

Posteriormente, se hizo el analisis estadistico exclusivamente del volumen de
sacarina que consumieron los sujetos, el cual esta representado en la figura 15.
Aunque se encontrd un efecto principal por parte del grupo [F (2,18) =7.86, p < 0.01]
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y del dia de consumo [F (1.98, 35.7) = 9.44, p < 0.001] se encontré una interaccion
significativa entre ambas variables [F (6,54) = 5.64, p = 0.0001]. Tras las correciones
posthock (Sidak) se encontraron diferencias intra-grupo en S2 en el grupo de naive
(M=6.9, SD=2.91, p < 0.05) y vehiculo (M=3.78, SD=1.28, p < 0.05) pero no de
escopolamina (M=1.44, SD=1.82, p > 0.05); para S3 no hubo diferencias
significativas intra-grupo [naive (M=8.18, SD=3.43, p > 0.05), vehiculo (M=3.61,
SD=1.14, p > 0.05) y escopolamina (M=2.26, SD=2.91, p > 0.05)]; sin embargo, para
S4 solo se encontré un aumento significativo del consumo de sacarina en el grupo
vehiculo (M=6.11, SD=1.60, p < 0.05) pero no de naive (M=8.34, SD=4.25, p > 0.05)
ni escopolamina (M=2.56, SD=3.07, p > 0.05). Finalmente, en las comparaciones
inter-grupos no se encontraron diferencias en S1 [naive vs. vehiculo (MD= 0.62, p
> 0.05), vehiculo vs. escopolamina (MD= -0.67, p > 0.05), naive vs. escopolamina
(MD= -0.04, p > 0.05)]; por otro lado, en S2 se encontraron diferencias entre naive
vs. escopolamina (MD= 5.45, p < 0.05) y vehiculo vs. escopolamina (MD= 2.34, p <
0.05) pero no entre naive vs. vehiculo (MD= 3.11, p > 0.05). Por otra parte, en S3
se encontro diferencia entre naive vs. escopolamina (MD= 5.91, p < 0.05), pero no
entre naive vs. vehiculo (MD= 4.56, p > 0.05) ni vehiculo vs escopolamina (MD=
1.34, p > 0.05). Finalmente, en S4 se encontraron diferencias significativas entre
vehiculo vs. escopolamina (MD= 3.54, p < 0.05), pero no entre naive vs. vehiculo
(MD= 2.22, p > 0.05) ni entre naive vs. escopolamina (MD= 5.77, p > 0.05). Con
estos resultados se puede corroborar la presencia de neofobia en los tres grupos
asi como la presencia de AN en Naive y en Vehiculo, no asi en el grupo
escopolamina, ni siquiera la formaciéon de la memoria aversiva vista en el analisis
anterior. Este experimento sugiere que tanto Naive como Vehiculo tienden a
consumir mayor cantidad de sacarina conforme el paso de los dias mientras que el
grupo escopolamina mantiene bajo el consumo de sacarina durante todos los dias
del experimento. Por otra parte, el aparente retraso en la AN en los sujetos
infundidos con el vehiculo, a comparacién con el grupo de animales intactos puede
sugerir que la infusién de un volumen de 1 pL, que abarca todo el complejo

amigdalino (Roldan & Bures, 1994) pudo tener un efecto deletereo en si mismo sobre el
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desempeno de las ratas en la tarea de AN. Por lo tanto, se procedio a la realizacion

de experimentos con infusiones limitadas a nucleos especificos de la amigdala.

AMY TOTAL - SACARINA 0.3%

15-
- NAIVE

g -O- VEHICULO
= 10+ -~ ESCOPOLAMINA
£
a *
(@] *
©
(7p] 5
2

#

¥ 7 &
0 1 1 1 1

S1 S2 S3 S4

Dia de consumo de sacarina

Figura 19. Volumen de sacarina consumido tras la infusién de escopolamina en AMY total (S1 a

S4). Comparacion entre grupos vehiculo (n=9), naive (n=5) y escopolamina (n=10). (*) Diferencias

intra-grupo; (#) Diferencias inter-grupos (escop. vs naive); (’) Momento de infusion. (2w-ANOVA, p
< 0.001; */# p < 0.05).

Infusién de escopolamina en BLA antes del sabor novedoso

Asimismo, se evaluo la participacion de los receptores muscarinicos en la BLA y
CeA en el aprendizaje de la conducta de AN. Primero realizamos la infusion de
vehiculo o escopolamina en la BLA cuyos resultados se muestran de forma grafica
en las figuras 16 a 18. A partir de este experimento y en los posteriores, se decidio
limitar a dos dias de consumo de sacarina ya en los experimentos previos se habia
corroborado una AN correcta, siendo que en esta ocasion nos interesa
principalmente el impacto que pudiera tener la infusibn en la neofobia y su
atenuacion. Este analisis estadistico incluyé unicamente al grupo escopolamina
(n=6) y vehiculo (n=8) ya que buscamos comparar solo a los grupos que

presentaban la misma lesion intracerebral. En primer lugar, obtuvimos el indice de
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preferencia de ambos grupos cuyos resultados se muestran en la figura 16. Tras el
analisis, no se encontraron efectos principales del grupo [F (1, 12) = 3.199, p > 0.05]
pero si se encontré un efecto principal del tiempo (dia de consumo) [F (1, 12) = 4.76,
p < 0.05] y una interaccion significativa entre ambas variables [F (1, 12) = 41.14, p
< 0.0001]. Después se realizaron correcciones post hoc (Sidak) en donde se
observaron diferencias intra-grupo para el segundo dia de consumo (S2) del grupo
escopolamina (p <0.001) y del grupo Vehiculo (p < 0.05). Finalmente, no se observo
diferencia significativa inter-grupos el primer dia de consumo, S1 (p > 0.05), pero si
el segundo dia, S2, (p <0.01). A pesar de que existe diferencia intra-grupo en ambas
condiciones para S2, se observa que ambas condiciones toman direcciones
distintas pues en el grupo vehiculo hay un aumento en la preferencia de sacarina,
es decir, hay AN, mientras que en el grupo escopolamina se observa una
disminucidn en la preferencia. Estos resultados sugieren que la escopolamina no
interfiere con la deteccion de novedad cuando se infunde en la BLA, ya que ambos
grupos presentan la misma neofobia, es decir, presentan un mismo IP el primer dia
de consumo (S1). Por otro lado, los mAChR parecen ser necesarios para una
formacion normal de la memoria ante estimulos apetitivos. Lo anterior con base en
que el grupo vehiculo presenté una AN normal con un IP mayor en S1 que en S2;
mientras que el grupo escopolamina presentd no solo una AN atenuada, sino que
parece formarse una memoria aversiva, pues se presentd un IP significativamente

menor durante S2 que en S1.
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Figura 20. indice de preferencia tras la infusién de escopolamina en BLA (S1 a S2). Comparacion

entre grupos Vehiculo (n=8) y Escopolamina (n=6). (*) Diferencias intra-grupo; (#) Diferencias inter-

grupos; (‘) Momento de infusion. (2w-ANOVA, p < 0.05; */# p < 0.05).

Posteriormente se utilizaron los mismos grupos escopolamina (n=6) y vehiculo
(n=8) para el andlisis de volumenes consumidos para determinar si la infusion de
escopolamina interfiere con el volumen total o de sacarina consumido. Primero se
analizé el volumen de sacarina cuya representacion grafica se muestra en la figura
17. Se encontraron efectos principales aditivos del grupo [F (1, 12) = 4.98, p < 0.05]
pero no del tiempo [F (1, 12) = 0.57, p > 0.05]. No obstante, se encontré una
interaccion significativa entre ambas [F (1, 12) = 35.49, p < 0.0001]. Posteriormente,
las correcciones post hoc (Sidak) demostraron diferencias significativas intra-grupo
para el segundo dia de consumo (S2) tanto de escopolamina (p < 0.01) como de
vehiculo (p < 0.01). Por ultimo, no se encontraron diferencias inter-grupos en S1 (p
> 0.05) pero si en S2 (p < 0.01). Tras el analisis, como lo comentamos
anteriormente, se observa que el grupo vehiculo tiende a aumentar el consumo
mientras que el grupo escopolamina consume menos volumen de sacarina. Con
este analisis exclusivamente del volumen de sacarina se corrobora que la

escopolamina no afecta la neofobia y por lo tanto la percepcion de los estimulos.
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Por otro lado, en cuanto al volumen consumido se trata, se puede observar una
atenuacion de la neofobia esperada por parte del grupo vehiculo. Finalmente, se
vuelve a evidenciar la formacién de esta memoria aversiva por parte del grupo

escopolamina.
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Figura 21. Volumen de sacarina consumido en mL tras la infusién de escopolamina en BLA (S1 a

S2). Comparacion entre grupos Vehiculo (n=8) y Escopolamina (n=6). (*) Diferencias intra-grupo;

(#) Diferencias inter-grupos; (.) Momento de infusion. (2w-ANOVA, p < 0.001; */# p < 0.05).

Finalmente, se analizé el volumen total de liquidos ingeridos (agua + sacarina)
cuya representacion grafica se muestra en la figura 18. No se encontraron efectos
principales del grupo [F (1, 12) = 1.049, p > 0.05], de los dias [F (1, 12) = .051, p >
0.05] ni de su interaccion [F (1, 12) = 0.3157, p > 0.05]. Por lo tanto, se infiere que
ambos grupos, Escopolamina y Vehiculo, ingirieron la misma cantidad de liquidos
para saciar su sed durante todos los dias del experimento. Con lo anterior se
demuestra que la escopolamina no afecta la cantidad total de liquidos ingerida
cuando se infunde en BLA.
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Figura 22. Volumen total consumido (sacarina + agua) en mL tras la infusién de escopolamina en

BLA (S1 a S2). Comparacion entre grupos Vehiculo (n=8) y Escopolamina (n=6). (.) Momento de
infusion (2w-ANOVA, p > 0.05).

Infusidén de escopolamina en CeA antes del sabor novedoso

Con respecto a la infusion de vehiculo o escopolamina en la CeA de la misma forma
y en las mismas condiciones que en BLA; los resultados del IP, volumen de sacarina
y total se muestran en las figuras 19 a 21 respectivamente. Este analisis estadistico

incluyo al grupo escopolamina (n=11) y vehiculo (n=14).

En primer lugar, se muestra una representacion grafica de los resultados del
analisis del IP en la figura 19. No se encontraron efectos principales del grupo [F (1,
23) = 0.01, p > 0.05] ni en los dias de consumo [F (1, 23) = 0.72, p > 0.05], sin
embargo, si se mostré una interaccion significativa entre ambas variables [F (1, 23)
= 20.32, p < 0.001]. Tras las correcciones post hoc (Sidak) se observo diferencia
significativa intra-grupo para S2 tanto en vehiculo (p < 0.05) como en escopolamina
(p < 0.01), sin embargo, para ambas fue distinta ya que el grupo vehiculo aumentoé

el IP mientras que el grupo escopolamina disminuy6 su preferencia. Adicionalmente
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se observo diferencia significativa entre grupos tanto en S1 (p < 0.05) como en S2
(p < 0.05). Tras el andlisis se observa que el grupo vehiculo presenta una neofobia
con una AN esperadas. Adicionalmente, se muestra que la escopolamina tiene
efecto sobre la percepcion de los estimulos ya que el grupo Escopolamina consumio
significativamente mayor cantidad de sacarina que el grupo Vehiculo, como si fuera
un estimulo familiar. Sin embargo, este grupo volvié a mostrar la formacién de una

memoria aversiva ya que su IP fue significativamente menor para S2.
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Figura 23. indice de preferencia con infusién de escopolamina en CeA (S1 a S2). Comparacion

entre grupos Vehiculo (n=14) y Escopolamina (n=11). (*) Diferencias intra-grupo; (#) Diferencias

inter-grupos; (.) Momento de infusion. (2w-ANOVA, p < 0.001; */# p < 0.05).

Posteriormente se analiz6 el volumen de sacarina cuya representacion grafica
se muestra en la figura 20. En el andlisis del volumen de sacarina no se encontraron
efectos principales del tratamiento [F (1, 23) = 0.07, p > 0.05] o del dia de consumo
[F (1, 23) = 0.008, p > 0.05], sin embargo, si se mostrd una interaccion significativa
entre ambos factores [F (1, 23) = 7.21, p < 0.05]. Tras las correcciones post hoc
(Sidak) no se observo diferencia significativa intra-grupo para S2 en vehiculo (p >

0.05) ni en escopolamina (p > 0.05). Adicionalmente tampoco se observé diferencia
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significativa inter-grupos en S1 (p > 0.05) ni en S2 (p > 0.05). Estos resultados
sugieren que a pesar de la interaccion entre la variable grupo y tiempo, el volumen
consumido de sacarina no difiere entre cuando se presenta por primera vez versus
cuando se presenta por segunda ocasion tanto en el grupo vehiculo como en el
grupo tratado con escopolamina. Estos datos resaltan la mayor sensibilidad del

indice de preferencia para detectar diferencias significativas en la tarea de AN de

libre eleccion.
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Figura 24. indice de preferencia con infusién de escopolamina en CeA (S1 a S2). Comparacién

entre grupos vehiculo (n=14) y escopolamina (n=11). (') Momento de infusion. (2w-ANOVA, p >

0.05).

Por ultimo, en la figura 21 se muestra una representacion grafica del analisis
del volumen total (agua + sacarina). No se encontraron efectos principales de los
grupos [F (1, 23) = 0.004, p > 0.05], de los dias de consumo [F (1, 23) =1.41,p >
0.05] o de la interacciéon [F (1, 23) = 0.22, p > 0.05]. Por lo tanto, se infiere que
ambos grupos, escopolamina y vehiculo, ingirieron la misma cantidad de liquidos
durante todos los dias del experimento, lo que sugiere que la escopolamina no
afecta la sensacion de sed cuando se infunde en la CeA.

46



CEA - SACARINA 0.3%

T T
S1 S2

-\
€ 15- .

c O VEHICULO

g §/§ -e- ESCOPOLAMINA
Q)

b 10—

@©

£

g

©  5-

ki)

g

O

l—

S

O

>

Dia de consumo de sacarina

Figura 25. Volumen total consumido (sacarina + agua) en mL tras la infusién de escopolamina en

CeA (S1 a S2). Comparacion entre grupos Vehiculo (n=14) y Escopolamina (n=11). (.) Momento
de infusion. (2w-ANOVA, p > 0.05).

Infusion de oxotremorina en BLA antes del sabor novedoso

Dado que se observo que el antagonismo muscarinico en la BLA durante el
consumo de un sabor novedoso producia una conducta de evitacion hacia el sabor
cuando éste se presentaba por segunda ocasién, dos dias después (S2), probamos
la posibilidad de que el agonismo muscarinico pudiera producir el efecto opuesto,
es decir, favorecer la formacion de una conducta de acercamiento, la cual se veria
reflejada por una facilitacion de la AN. Para ello, se realizaron infusiones de
oxotremorina, un agonista muscarinico, en la BLA antes del consumo del sabor
novedoso. En este experimento se incluyé el grupo vehiculo (n=3) y el grupo
oxotremorina (n=5). Los procedimientos de infusion de vehiculo y oxotremorina se
realizaron de la misma forma y mismos volumenes que los experimentos de
escopolamina en BLA, asi también se evalu6 el IP, volumen de sacarina y volumen

total consumido (agua + sacarina).
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De manera similar, se evalud el IP, el volumen de sacarina y el volumen total
de liquido ingerido. En este experimento no se observd un efecto principal del
tiempo o dia de consumo de sacarina [F (1, 6) = 0.002, p > 0.05] ni de la condicion
[F (1, 6) = 0.023, p > 0.05] y tampoco hubo interaccion entre ambas variables [F (1,
6) = 0.960, p > 0.05] (Fig. 22). Estos resultados sugieren que el agonismo
muscarinico durante el consumo de un sabor novedoso no afecta la formacion de

una memoria incidental ni el valor heddnico adquirido por dicho sabor.
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Figura 26. indice de preferencia con infusion de oxotremorina en BLA (S1 a S2). Comparacién

entre grupos Vehiculo (n=3) y Escopolamina (n=5). (’) Momento de infusion. (2w-ANOVA, p >
0.05).

Cuando se evalud el volumen de sacarina consumido con la infusion de
oxotremorina en BLA tampoco se encontré efecto principal del tiempo [F (1, 6) =
3.628, p > 0.05] de la condicién [F (1, 6) = 0.6805, p > 0.05] ni interaccion entre
ambas variables [F (1, 6) = 0.005587, p > 0.05] (Fig. 23). Estos resultados sugieren

que la oxotremorina no afecta el consumo de sacarina ni la tarea de AN.
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Figura 27. indice de preferencia con infusién de oxotremorina en BLA (S1 a S2). Comparacion

entre grupos vehiculo (n=3) y escopolamina (n=5). (.) Momento de infusion. (2w-ANOVA, p >

0.05).

Finalmente, se evalud el volumen total consumido (agua + sacarina) tras la
infusion de oxotremorina en BLA de los mismos grupos para evaluar si el tratamiento
afect6 la ingesta de liquidos. Los resultados estan graficamente representados en
la figura 24. No se encontré un efecto principal de la condicion [F (1, 6) = 3.23, p >
0.05] pero si del tiempo o dia de consumo [F (1, 6) = 6.40, p < 0.05]. Sin embargo,
no se encontrd interaccion entre las variables [F (1, 6) = 1.41, p > 0.05]. Estos
resultados demuestran que la infusion de oxotremorina en BLA no afecta la cantidad
de ingesta de liquidos. Por lo tanto, en conjunto con todos los resultados de
oxotremorina, se demuestra que la infusion de 0.3 pl de dicho farmaco a una dosis

de 1pg/ul en la BLA no tiene un impacto sobre la formacién de la memoria gustativa.
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Figura 28. Volumen total consumido (sacarina + agua) en mL tras la infusién de oxotremorina en

BLA (S1 a S2). Comparacion entre grupos Vehiculo (n=3) y Escopolamina (n=5). (.) Momento de

infusion. (2w-ANOVA, p > 0.05).

DISCUSION

Mediante la infusién de escopolamina en AMY, BLA o CeA se busco evaluar
la funcién de los mMAChR amigdalinos en la formacién de una memoria gustativa
apetitiva, es decir, durante la AN. Nuestros resultados sugieren que los grupos
vehiculo y naive presentan una respuesta de neofobia hacia la sacarina en S1 con
una tendencia a consumirla en mayores cantidades para el segundo dia (S2) y asi
consecutivamente hasta llegar a una asintota de consumo, consistente con lo
reportado previamente (Bermudez-Rattoni, 2004). Por otro lado, el grupo
escopolamina que recibié infusion en AMY y BLA previo a la presentacion de la
solucion de sacarina novedosa, mostré una neofobia normal, pero con una
tendencia a consumir significativamente menos a la sacarina en su segundo dia de

consumo (S2), sugiriendo la formaciéon de una memoria aversiva o de evitacion por

50



el sabor. Por otro lado, se observé que la infusidén de escopolamina en la CeA previa
a la administracién del sabor novedoso produjo una respuesta neofébica atenuada,
es decir, consumié en mayor cantidad la sacarina, como si este fuera un sabor
familiar. Sin embargo, para S2 el consumo se redujo significativamente como si el
estimulo fuera nuevo o incluso aversivo. Finalmente, los experimentos de los sujetos
que recibieron infusion de oxotremorina en la BLA previo al consumo del sabor
novedoso no evidenciaron cambios conductuales, sugiriendo una ausencia de
efecto del agonismo muscarinico sobre la AN, aunque no podemos descartar la
posibilidad que esta ausencia de efecto se deba al uso de una dosis subdptima, una
falta de poder estadistico (n=3-5/grupo). Aunque también, podriamos estar en
presencia de un efecto de techo (Salkind, 2012), por lo que estudios a futuro
deberian probar el efecto del agonismo muscarinicos con un estimulo menos

preferido de forma innata como la sacarina 0.5%.

Desde los primeros estudios sobre el CAS (Garcia et al., 1955) hasta trabajos
mas recientes (Gutiérrez, Téllez, et al., 2003; Lin et al., 2015) se ha utilizado
concentraciones de sacarina de 0.1% para estudiar este condicionamiento aversivo;
sin embargo, también se ha utilizado para estudiar la AN (Shinohara & Yasoshima,
2019). En nuestro modelo experimental, de multiples bebederos y de libre eleccion
entre el sabor novedoso y agua, el uso de una concentracién de 0.1% no fue
suficiente para lograr una neofobia y AN marcada. El hecho de que no hubiera
diferencia significativa entre S1 y S2 sugiere que dicha concentracion tal vez no sea
aversiva o preferida, al menos en este modelo, y, por lo tanto, si ésta no resulta
neofdbica, tampoco podra atenuarse (AN). Segun la definicion de neofobia usada
por (Shinohara & Yasoshima, 2019), para que exista neofobia se requiere que el
primer consumo de sacarina sea significativamente menor al consumo asintético de
la misma, lo cual no logramos con la concentracién al 0.1%. Si bien no hemos
observado AN al comparar el volumen consumido entre S1y S2, es probable que
si hubiéramos podido observarla utilizando métodos de deteccién alternos como la
comparacion de respuestas orofaciales o del patrén de lengleteos entre S1 y S2
(Grill & Norgren, 1978; Lin et al., 2012).
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Por otro lado, nuestros resultados concuerdan con los estudios de Gutiérrez y
colaboradores en donde sujetos control consumieron cantidades similares de
sacarina 0.1% en los dos dias que estuvieron expuestos a la misma, es decir,
tampoco expresando neofobia, al menos cuando ésta se evalua comparando el
volumen consumido (Gutiérrez, Téllez, et al., 2003). En segundo lugar, en nuestro
experimento en ambos dias se presento un IP cercano al 50%, es decir, cerca de la
mitad de liquido que consumieron fue sacarina y la otra mitad fue agua. En el estudio
realizado por Stehberg y colaboradores se evaluo el indice de aversion (Al, por sus
siglas en inglés) a la sacarina 0.1%, en donde un Al cercano al 100% se puede
traducir en un rechazo por la sacarina mientras que un Al cercano al 0% se traduce
a su preferencia, es decir, una metodologia inversa a la nuestra pero donde un Al y
un IP de 50% podrian significar lo mismo. En este estudio, se observo que la
sacarina 0.1% en el primer dia de consumo tenia un Al cercano al 50%, similar a
nuestros resultados donde se encontré que en S1 la sacarina al 0.1% tuvo un IP
alrededor del 50%. Adicionalmente, en ese trabajo tampoco se observé AN ya que
el Al se mantuvo cercano al 50%, es decir, no hubo cambios significativos el
segundo dia que consumieron sacarina, igual que en nuestros experimentos en
donde no hubo cambios significativos del IP de S1 a S2 (Stehberg et al., 2011). Con
todo lo anterior se sugiere que la sacarina a una concentracion 0.1%, mediante la
técnica de bebederos multiples, no es mas aversiva ni preferida por sobre el agua,
incluso tal vez sea indiferente, y por lo tanto es complicado demostrar una AN eficaz
con esta concentracion, al menos cuando se utiliza el volumen consumido como

unico parametro (Grill & Norgren, 1978; Lin et al., 2012).

Por otro lado, las concentraciones de sacarina alrededor de 0.3% se le han
otorgado un alto valor de preferencia (Mickley et al., 2005) y han sido usadas en
estudios de CAS (Mickley et al., 2005) y AN (Neath et al.,, 2010). Respecto a
nuestros resultados, se observo la presencia de AN de sacarina 0.3% de manera
consistente con otros estudios en donde también se reportdé AN con los grupos
control (Mickley et al., 2005; Ramos, 2020) a esta concentracion. Ademas, en el
trabajo de Ramos del 2020, se evalué el IP con la sacarina 0.3% e interesantemente

los sujetos experimentales tuvieron un IP en el primer dia de consumo cercano al
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20%, un dato especifico que es consistente con nuestros resultados pues también
observamos un IP cercano al 20% durante el primer dia que ofrecimos el estimulo.
Sin embargo, para el segundo dia de consumo, en este mismo trabajo, observé un
IP de alrededor 70% mientras que en nuestros experimentos observamos un IP
alrededor del 50%. Lo anterior se podria justificar con que el trabajo realizado por
Ramos J. solo se ofrecieron dos bebederos con dos soluciones distintas, una de
agua y la otra de sacarina; mientras que nuestro modelo, como ya lo hemos
mencionado, consistia en diez bebederos de 3 mL, cinco de agua y cinco de
sacarina, permitiendo a los sujetos, durante sus conductas exploratorias, tener mas

libertad y opciones de consumo.

Con todo lo anterior, respecto a las concentraciones de sacarina, podemos
concluir que para una correcta evaluacion de AN, mediante un modelo de multiples
bebederos, la concentracion de sacarina al 0.3% resultd ser una buena opcion. Por
ultimo, surgen preguntas interesantes como: ¢La habituacion en el consumo de
sacarina mediante el modelo de multiples bebederos depende exclusivamente del
tiempo o numero de exposiciones al estimulo? ;O basta con una sola exposicion
pero permitiendo el flujo normal de mecanismos moleculares y/o celulares en el
cerebro para formar una memoria segura? ¢ El uso de otras soluciones o sabores
en este mismo modelo también se vera afectado por su concentracién? ;Otras
tareas conductuales como el uso de licobmetro podran evidenciar si la sacarina al
0.1% es realmente preferida por sobre el agua como lo sugieren otros estudios (Grill
& Norgren, 1978; Lin et al., 2012; Stehberg et al., 2011)? ;A partir de qué
concentracion de sacarina (0.1, 0.3 o 0.5%) podria definirse como realmente

preferente (Domjan et al., 1976)?

Por otro lado, fue necesario mantener los sujetos aislados desde que fueron
operadas para evitar que se infligieran heridas en la zona quirdrgica. Sin embargo,
se ha reportado que mantener a los sujetos aislados podria ocasionarles depresion
y ansiedad provocando cambios en la conducta (Dandekar et al., 2009; Myslivecek,
2021; Ros-Sim6 & Valverde, 2012). Por lo anterior se evalué el efecto del

aislamiento sobre el consumo en sujetos no operados. Nuestros resultados
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mostraron que sujetos aislados y agrupados, tuvieron un IP similar durante todos
los dias de consumo. Lo anterior difiere del trabajo de Ros-Simé & Valverde (Ros-
Simo6 & Valverde, 2012) en donde tras el aislamiento social observaron una mayor
actividad locomotriz y mayores cambios de conducta tipo ansiedad; sin embargo,
ellos usaron ratones desde una etapa de pre-adolescencia hasta la adultez, periodo
critico en donde el ambiente e interaccion social impactan sobre el comportamiento
adulto y en el cual todavia ocurren cambios de refinamiento y maduracion de la
circuiteria neuronal (Semple et al., 2013; Workman et al., 2011). Adicionalmente el
trabajo de (Dandekar et al., 2009) se utilizaron ratas, Sprague-Dawley adultas, es
decir de 230 a 250 gramos, pero con un aislamiento social que durd
aproximadamente 6 semanas, punto temporal en donde las conductas depresivas
alcanzaron su pico maximo. Con lo anterior, es poco probable que el aislamiento
social en nuestros sujetos experimentales, durante aproximadamente 2.5 semanas,
haya impactado sobre la conducta de AN ya que eran adultos jovenes (con un peso
de 250 a 350 gramos) cuyo desarrollo y maduracion cognitiva estaba completa
(Semple et al., 2013). A diferencia de otros estudios centrados en evaluar la
depresion y/o ansiedad, nosotros no vimos la necesidad de evaluar esta condicion
utilizando alguna prueba como nado forzado, laberinto en cruz elevado, actividad
locomotriz, etc. ya que nuestro objetivo era determinar si este aislamiento social

tenia un impacto sobre el consumo y preferencia de sacarina, lo cual no fue asi.

Nuestro modelo experimental de libre eleccion con multiples bebederos es el
primero en ofrecer durante todos los dias del experimento agua y sacarina ya que,
en nuestro conocimiento, estudios anteriores sobre AN solo han usado consumo
forzado del estimulo gustativo, al menos cuando éste se presenta por primera
ocasion (Gutiérrez, Rodriguez-Ortiz, et al., 2003; J.-Y. Lin et al., 2018; Shinohara &
Yasoshima, 2019). Desde nuestro punto de vista, el consumo forzado de soluciones
puede ocasionar un sobreconsumo del estimulo ya que el estado motivacional
(animales con sed por la privacion de agua) puede representar un incentivo para
adoptar conductas de riesgo, en este caso, consumir mayores cantidades de un
estimulo novedoso o incluso aversivo, ya sea durante la adquisicidon o la evocacion,

afectando de manera importante los resultados obtenidos. Nuestra perspectiva
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concuerda con el reporte del grupo de Parkes y colaboradores, quienes mencionan
que el ofrecer dos bebederos con soluciones distintas puede atenuar la respuesta
neofdbica (Parkes et al., 2014). En nuestro grupo hemos observado que el consumo
forzado puede tener dos consecuencias segun el momento en que se realice: Si se
forz6 el consumo durante la adquisicion, el animal consumira volimenes mas
grandes del estimulo lo que podria traducirse en una mayor exposicion a la
informacion que sera asimilada por el cerebro; esto se conoce como sobre-
reforzamiento (Diaz del Guante et al., 1990; Duran-Arévalo et al., 1990; Quirarte,
Cruz-morales, et al., 1994). Por otro lado, si el consumo fue forzado durante la
evocacion, es probable que fendmenos como la AN se expresen de una forma mas
marcada o el CAS de una forma menos notoria, incluso sin diferencia significativa,
pues el estado de deshidratacion motiva a los animales a consumir mayores
cantidades del estimulo, aunque éste sea aversivo. El ofrecer agua y sacarina
durante todo el experimento permite evitar el sobre-reforzamiento del estimulo o el
sobre consumo durante la evocacion, ya que los animales cuentan con la posibilidad
de saciar su sed con un estimulo inocuo o familiar como el agua, permitiendo
obtener una curva de aprendizaje que posiblemente tenga mayor validez de criterio,
ademas de poder detectar cambios mas sutiles en la preferencia. Sin embargo, una
desventaja es que una memoria apetitiva es mas dificil de detectar. Por ejemplo, en
nuestro experimento con infusiones en la AMY, se observé que el grupo naive tuvo
un |P significativamente mayor hasta S3 mientras que el grupo vehiculo mantuvo un
consumo del estimulo novedoso muy similar a lo largo de todos los dias del
experimento; no obstante, fue al evaluar el volumen de sacarina, que se pudo
observar una AN significativa de los grupos vehiculo y naive desde S2.
Independientemente de la metodologia, asi como el momento en que se obtuvo una
AN significativa, es evidente que tanto nuestros grupos vehiculo como naive
mostraron una respuesta neofébica y de AN, lo que es consistente con los grupos
control de otros experimentos que también han evaluado la AN usando sacarina
(Gutiérrez, Rodriguez-Ortiz, et al., 2003; Lin et al., 2018; Shinohara & Yasoshima,

2019). El hecho de que este modelo experimental permita detectar aversiones
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sutiles, aunque con dificultad para evaluar las conductas apetitivas, nos permite

pensar que fue idoneo para cumplir nuestros objetivos.

En cuanto a la deteccion de novedad, encontramos que los mMAChR’s en AMY
y BLA no parecen tener una participacion sobre esta funcion, basandonos en que
los grupos infundidos con escopolamina tuvieron tanto un IP como un consumo de
sacarina iguales que los controles en S1; esto es consistente con otros estudios en
donde infundieron escopolamina en estructuras involucradas en el procesamiento
de los estimulos gustativos incluyendo la IC (Gutiérrez, Rodriguez-Ortiz, et al., 2003;
Gutiérrez, Téllez, et al., 2003) y nucleo accumbens (Ramirez-Lugo et al., 2006). Sin
embargo, los mAChR’s si parecen jugar un rol esencial para la deteccion de
novedad en CeA, pues la infusion de escopolamina en dicha estructura hizo que los
sujetos tuvieran un mayor IP y consumieran mayores cantidades de sacarina que
su grupo control durante S1. Nuestros experimentos contrastan con otros trabajos
en los cuales mediante lesion de la CeA no se observaron alteraciones en la
neofobia, ya que las ratas lesionadas en CeA y control consumieron cantidades
similares durante la primera presentacion del estimulo (Molero-Chamizo & Rivera-
Urbina, 2017; st. Andre & Reilly, 2007). Puede resultar curioso que el antagonismo
muscarinico, mas no la lesion de la CeA afecte la neofobia. A diferencia de la CeA,
se ha reportado que lesiones de la IC o de la BLA si afectan la expresién de la
neofobia (Lin & Reilly, 2012). Lo anterior se podria explicar porque, se ha reportado
que la CeA, especificamente la CeL, no solo esta involucrada en el procesamiento
de la informacion gustativa, sino que también parece ser reclutada para la supresién
de ciertas conductas, como el lengueteo en animales con sed, evitando asi
consecuencias no deseadas (Schiff et al., 2018). Ademas, se sabe que en la CeL
existe una subpoblacion de neuronas PKC&*, que, con una actividad reducida
promueven conductas apetitivas en ratas enfermas o ante sabores desagradables
(Janak & Tye, 2015). Hasta donde sabemos, no existe evidencia sobre el impacto
de la actividad muscarinica en neuronas PKC® en la amigdala. Sin embargo,
existen estudios que en distintas estirpes celulares han observado que el agonismo
muscarinico induce fosforilacion del PKCd (Benes & Soltoff, 2001; Wrenn, 2001) o
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que una corriente inhibidora desencadenada por receptores postsinapticos M1y M3

esta mediada en gran parte por la via de PKC (Leaney et al., 2004).

Se ha propuesto que un estimulo gustativo se puede percibir como novedoso,
familiar-aversivo o familiar-apetitivo. También se sabe que, en el proceso de
formacion de una memoria, basta con una sola exposicién al estimulo gustativo
novedoso para evaluar su seguridad y asi formar una memoria apetitiva o aversiva
dependiendo de las consecuencias post-ingestivas (Bermudez-Rattoni, 2004). En
nuestro estudio, utilizando tanto el IP como el volumen consumido de sacarina,
observamos que los grupos naive y vehiculo de todos los experimentos (AMY, BLA
y CeA) presentaron un aprendizaje eficaz (AN), ya que desde S2 hubo un consumo
significativamente mayor que en S1. El hecho de que los grupos vehiculo y naive
hayan mostrado AN sugiere la formacion de una memoria segura ante un estimulo
apetitivo, lo cual concuerda con otros estudios cuyos grupos control tuvieron una
AN normal (Gutiérrez, Rodriguez-Ortiz, et al., 2003; Lin et al., 2018; Shinohara &
Yasoshima, 2019). Por otro lado, se encontré6 que los mAChR en AMY y BLA si
pueden estar involucrados en la evaluacion de la seguridad de un alimento, ya que
su antagonismo con escopolamina no solo provocd un efecto amnésico como
sugieren otros estudios (Lee et al., 2021; Quirarte, Cruz-Morales, et al., 1994; Rush,
1988) sino generd un rechazo (aversion) por la sacarina cuando ésta se presento
por segunda ocasion, mostrando una disminucién en su consumo y un IP menor en
S2 que en S1. Lo anterior se podria explicar porque la BLA se ha visto involucrada
en el procesamiento de estimulos apetitivos por lo que el antagonismo no permite
el correcto proceso de la informacion para codificar una memoria apetitiva (Wang
et al., 2018). En contraste con nuestros resultados, Gutiérrez, Rodriguez-Ortiz, et
al., 2003 también infundieron escopolamina, pero en la IC, antes e inmediatamente
después del sabor novedoso. Ellos observaron que la escopolamina interfiere con
la correcta AN ya que sus ratas tuvieron el mismo consumo de sacarina el primer y
segundo dia de exposicion. Sin embargo, su modelo experimental fue de consumo
forzado, tanto en la adquisicion como en la evocacién, y de privacion severa (solo
15 minutos al dia), lo cual puede dificultar comparaciones directas. En contraste, es

posible que haya ocurrido un sobre reforzamiento del estimulo en el primer dia de
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exposicion y para el segundo dia, sin posibilidad de elegir entre agua o sacarina, en
conjunto con una privacion de liquidos mayor, el fendmeno aversivo que
observamos en nuestro experimento se vio oculto. No descartamos por completo
que la escopolamina haya actuado como un estimulo incondicionado (US), sin
embargo, (Gutiérrez, Téllez, et al., 2003) reportaron que infusiones de escopolamina
en la IC 20 minutos antes o inmediatamente después de la presentacién de
sacarina, no afecta el consumo de sacarina en la adquisicidon ni en la evocacion,
descartando asi un posible papel de US por parte de la escopolamina intracortical.
Finalmente, la evaluacion de la seguridad en aquellos sujetos con infusion de
escopolamina en CeA fue mas complicada ya que nuestros datos sugieren que tras
una aparente alteracion de la deteccion de novedad en S1 por parte del grupo
escopolamina la evaluacion de la seguridad del estimulo pudo verse afectada. Con
esto podemos hipotetizar dos situaciones. En la primera, que la percepcion del
estimulo se vio afectada durante el primer encuentro, es decir, durante S1 se
consumié como si éste fuera familiar, por lo que en el segundo encuentro con el
mismo (S2) dicho estimulo seria tratado como novedoso nuevamente y por lo tanto
aversivo. La segunda, la percepcién no se vio afectada y lo que ocurre es una
pérdida de miedo a lo novedoso (posiblemente por el antagonismo muscarinico de
la subpoblacion de neuronas PKC6*™ mencionada previamente). Ademas, se ha visto
que se puede evaluar la seguridad de un estimulo gustativo sin tener que presentar
neofobia (Parkes et al., 2014) por lo que para S2 recuerdan perfectamente el
estimulo, pero esa experiencia que tuvieron en S1 actué como US y provocé un

rechazo por la sacarina (CS) durante S2.

Desde una perspectiva integrativa, podemos hablar sobre los circuitos entre
IC con AMY, asi como la participacion de la sefial muscarinica sobre estas
estructuras para la formacion de la memoria gustativa y como nuestros datos
impactan sobre este circuito. Primero, se sabe que hay una comunicacién reciproca
entre las neuronas principales de la AMY con las de la IC (Kayyal et al., 2019; Wang
et al., 2018); especificamente el activar las proyecciones de la alC hacia BLA
promueve conductas gustativas apetitivas, mientras que activar las proyecciones de

plC hacia CeA promueve conductas aversivas (Schiff et al., 2018; Wang et al.,
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2018). Ademas, la BLA recibe proyecciones colinérgicas del BF (Aitta-aho et al.,
2018), siendo la sefal muscarinica necesaria para formacion de la memoria
gustativa (Gutiérrez, Rodriguez-Ortiz, et al., 2003). Es importante mencionar que la
sefal colinérgica mejora la relacidn sefial-ruido en las neuronas principales de la
BLA (Unal et al., 2015), por lo que antagonizar esta sefial muscarinica puede llevar
a una disfuncién de la BLA para procesar correctamente la informacion que llega a
ella (especificamente de un estimulo apetitivo como en nuestro experimento) y
consecuentemente afectar la formacion de la memoria gustativa. Ademas, la misma
sefal colinérgica proveniente del BF promueve conductas apetitivas sin
necesariamente generar cambios en la conducta a largo plazo (Aitta-aho et al.,
2018). Con esto en mente, podemos teorizar sobre como la lesion de la BLA (J. Y.
Lin & Reilly, 2012) pero no el antagonismo muscarinico afecta a neofobia y que
impacto tiene sobre la memoria. Como lo mencionamos antes, la conexion bilateral
entre BLA y alC promueve conductas apetitivas por lo que tras una lesién en alguna
de estas dos estructuras se hace evidente que entre estas ejercen un control
regulador una sobre la otra por lo que, en su ausencia debido a la lesién, este control
regulador sobre la conducta deja de existir manifestandose como una AN alterada,
es decir, una disfuncién en la formacién de una memoria apetitiva. Por otro lado, la
sefal muscarinica en BLA no parece ejercer un control regulador de la conducta ya
que no es necesaria durante la neofobia, ademas, otras estructuras como CeA
podria encargarse la conducta neofébica gracias a las neuronas PKCO*
anteriormente descritas. Como ya lo mencionamos antes, la sefial colinérgica tiene
un papel de modular la sefal o informacion para que llegue correctamente a la BLA
(Unal et al.,, 2015), si la informacion acerca de que la sacarina no tiene
consecuencias post-ingestivas adversas, es decir es segura/apetitiva, no llega
correctamente a la BLA, ademas, que durante un primer encuentro con un estimulo
novedoso apetitivo podria ocurrir una activacion predominante de pIC y que la
informacion codificada sobre la IC depende de la experiencia con el estimulo
(Accolla et al., 2007; Accolla & Carleton, 2008) es posible que la informacién se
codifique y predominen los mecanismos de plasticidad neuronal de la plC,

relacionada con promover conductas aversivas, con una poca participacion de
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procesos plasticos en la alC. Lo anteriormente descrito nos permitiria explicar por
qué durante S1 el consumo no se ve afectado por la infusidon de escopolamina en la
BLA, pero durante S2, gracias a nuestro modelo de libre eleccién, observamos como
se altera la AN haciendo que la sacarina se codifique como un estimulo aversivo,

aunque se requieren mas estudios.

Por otro lado, respecto a los fendbmenos que observamos de la sefal
muscarinica en CeA, se ha visto que activar el circuito plC-CeA promueve
conductas aversivas (Wang et al., 2018) . Sin embargo, esto es controvertido, ya
que se ha reportado que distintas subpoblaciones de neuronas amigdalinas
promueven conductas de acercamiento o de evitacion. Por ejemplo, se ha visto que
neuronas PKC®* en la porcion capsular de la CeA (CEc) estan mas activas durante
conductas aversivas mientras que las mismas neuronas PKC&*, pero en la amigdala
central lateral (Cel) estan principalmente activas en conductas apetitivas. Incluso,
se ha propuesto una actividad neuronal diferencial sobre la conducta segun su
distribucion rostro-caudal (Fadok et al., 2018). Por eso hoy en dia todavia existen
dudas sobre las conexiones y circuiteria en la que esta involucrada. Sin embargo,
pese a lo anterior, es probable que en nuestros experimentos el bloqueo de la seial
colinérgica en la CeA (especialmente las de la CelL) haya provocado una disfuncién
de las neuronas PKC&* provocando una expresion de conductas apetitivas en el
primer dia (S1). Pese a lo anterior, es probable que la metodologia farmacolégica
no sea la mas adecuada para describir la microcircuteria de la amigdala, pues es
probable que tras infusiones de farmacos se vean afectados receptores
extrasinapticos, lo cual la optogenética ha demostrado ser de mayor utilidad pues

tiene una mayor especificidad espacial y temporal (Unal et al., 2015).

Finalmente, se ha determinado que la IC tiene un papel esencial para la
formacion de memoria gustativa fungiendo como una region donde se codifican los
engramas de los estimulos gustativos, incluso se ha propuesto la posibilidad de un
“mapa gustotdpico” de los sabores en la IC (Chen et al., 2011; Lin et al., 2015). Sin
embargo, este mapa cortical ha sido tema de debate ya que se obtuvieron en
animales anestesiados. Ademas, no se ha podido demostrar que existe una
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representacion regional o celular para cada uno de los cinco sabores. Un estudio
reciente en ratones despiertos, consumiendo sabores de forma voluntaria demostro,
mediante imagenologia multifotonica, que la representacion de los sabores
primarios se encontraba espacialmente distribuidos, con alto grado de
“sobrelapamiento” (Chen et al., 2021), lo que concuerda con estudios anteriores
usando electrofisiologia (Yamamoto et al., 1985) o imagenologia 6ptica (Accolla et
al., 2007). En su lugar, se ha visto que en la IC se codifica la representacion del
valor hedonico del estimulo mas que a centro quimiosensitivo (Accolla et al., 2007,
Kayyal et al., 2019; Wang et al., 2018) y existe evidencia que sugiere que dicha
representacion del valor heddnico es sujeta a remapeo dependiente de experiencia
(Accolla & Carleton, 2008); es decir, si el estimulo genera una conducta apetitiva,
este se codificara en la alC mientras que si se generd una conducta aversiva se
codificara en la plC. Por otro lado, también se ha visto que la AMY, estructura
conocida por estar relacionada en la regulacion de emociones y miedo (J. Liu et al.,
2018), tiene un papel importante en la formaciéon de la memoria gustativa (Nufez-
Jaramillo et al., 2010). Ademas, se ha visto que la sefial colinérgica tiene un impacto
sobre conductas de aprendizaje y memoria en IC (Gutiérrez, Téllez, et al., 2003;
Miranda et al., 2000) y AMY (Aitta-aho et al., 2018). Si ponemos lo anterior en
contraste con nuestros resultados es posible que no solo estemos viendo la
alteracion en la formacion de la memoria gustativa sino un cambio en el valor
heddnico de la sacarina, es decir, de ser un estimulo apetitivo pasoé a ser un estimulo
que se codificd de una forma aversiva. Por ejemplo, existen estudios en donde,
mediante infusiones de escopolamina en IC, han visto que para el segundo dia de
consumo de sacarina no hubo diferencia significativa con el primer dia de consumo,
proponiendo que a escopolamina tiene un efecto deletéreo sobre la memoria
(Gutiérrez, Rodriguez-Ortiz, et al., 2003; Ramirez-Lugo et al., 2003). Sin embargo,
nuestros resultados no pueden explicase por un efecto amnésico de la
escopolamina en la BLA ya que, si fuera el caso, se hubiera observado un IP similar
entre S1 y S2. No obstante, se observé un IP significativamente menor en la
condicion S2. Nuestro modelo de multiples bebederos permite a los sujetos escoger

entre el estimulo gustativo y agua, posiblemente confiriendo mayor validez de
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criterio. Por otro lado, anteriormente se habia propuesto que la escopolamina puede
actuar como US, al menos cuando se inyecta de forma intraperitoneal (Macmahon
et al., 1981). Sin embargo, estudios posteriores reportaron que la infusion de
escopolamina en la corteza insular no actua como US inmediatamente después del
consumo del sabor novedoso, pues los sujetos control como experimentales
consumieron cantidades similares de sacarina al 0.1% (concentracién usualmente
usada en experimentos de CAS) en los dos dias del experimento (Gutiérrez, Téllez,
et al., 2003). Todo lo anterior en conjunto contrasta con nuestros experimentos pues
el fendmeno aversivo que vemos en S2, cuando se infunde escopolamina en la BLA,
no puede ser explicado por que la escopolamina actia como US ni que existe un
efecto deletéreo sobre la memoria; por lo que nosotros sugerimos que el
antagonismo muscarinico en la BLA cambia el procesamiento y codificacion del

estimulo apetitivo a uno aversivo, es decir, ocurre un cambio en el valor heddnico.

Con lo anterior, nos surgen varias interrogantes: ;La escopolamina genera
realmente un efecto amnésico como lo sugieren los autores antes mencionados?
Con nuestro modelo experimental deberiamos observar que tras infusién de
escopolamina en CeA hay un consumo y preferencia de sacarina igual que el grupo
Vehiculo en S1 y para el segundo dia de exposicion (S2) deberiamos ver como el
consumo e |IP de sacarina, tanto en CeA como en BLA, se mantiene igual que en
S1 en el grupo Escopolamina, lo cual no fue asi. Otras preguntas por responder son:
¢ Como podemos identificar si se trata de una alteracion en la percepcion del
estimulo o una pérdida de miedo ante lo novedoso? ¢ Cuales son los mecanismos
moleculares y celulares para que en S1 en ratas con infusion de escopolamina en
CeA se genere un fendmeno de familiaridad al estimulo? ;Cdmo podemos
asegurarnos que efectivamente el estimulo esta siendo tratado como novedoso en
S2? 4Si se formd en ratas con infusion de escopolamina en CeA en ratas con
infusion de escopolamina en CeA una memoria aversiva, el animal le otorgara el
mismo valor heddnico negativo que un estimulo que sabemos es intrinsecamente
negativo como la quinina? Con esto, se hace evidente que es necesario realizar

mas experimentos para responder a estas interrogantes.
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CONCLUSIONES

El modelo de multiples bebederos resulta ser eficaz para detectar aversiones sutiles,
sin embargo, necesitamos mejorar la metodologia ya que tenemos dificultad para
evaluar las conductas apetitivas como la AN. Respecto a las concentraciones, la
sacarina 0.3% resulté ser la mas eficiente para este modelo por lo que seguira
siendo la concentracion estandar para futuros experimentos. También es importante
mencionar que debido al poco aislamiento social que tuvieron nuestros sujetos
experimentales, no tuvo impacto sobre el desarrollo de la tarea de conducta no fue
necesario haber realizado alguna tarea conductual adicional ya que hubiera sido de

poca utilidad haber evaluado ansiedad o depresion en los sujetos.

Respecto a nuestro primer objetivo particular se demostré que los mMAChR’s
de AMY y BLA no estan involucrados en la deteccion de novedad, pero si son
necesarios para que se forme una memoria apetitiva, ya que de lo contrario la
informacion se utilizara para codificar en el cerebro una memoria aversiva. Esto
confirma nuestra primera hipotesis de forma parcial puesto que efectivamente se
impidio la formacion de una memoria apetitiva. Sin embargo, esperabamos que el
consumo fuera el mismo en S1y S2, segun el efecto amnésico de la escopolamina
reportado por otros autores, pero sorprendentemente no fue asi. Es poco probable
que la escopolamina haya actuado como US basandonos en estudios previos que
descartaron este efecto. Por lo anterior concluimos que se formé una memoria
aversiva y queda pendiente entender los mecanismos moleculares y celulares que

hacen posible este fendmeno.

Respecto a nuestro segundo objetivo particular, y contrario a nuestras
expectativas, demostramos que los mMAChR’s de CeA si participan en la deteccion
de novedad. Sin embargo, para entender qué sucede con la consolidacion de esa
informacion en S2 se requieren mas estudios. Es poco probable que la
escopolamina haya generado un efecto amnésico en S2 para que la sacarina haya
sido tratada nuevamente como novedosa basandonos en los resultados de los

experimentos en BLA y AMY, sin embargo, debido a que no tenemos datos
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suficientes para confirmar esto, no es posible descartarlo. Una explicacion
alternativa es que tuvieron una pérdida de miedo a lo novedoso en S1 pero esta
experiencia genero en los sujetos un condicionamiento aversivo para S2, por lo
tanto también hay que hacer experimentos para descartar una dependencia de
estado. Con lo anterior nuestra segunda hipédtesis es rechazada totalmente pues
observamos que si se afecta la adquisicion y, probablemente, la consolidacion de la

informacion de una memoria apetitiva.

Respecto a nuestro tercer objetivo particular, la oxotremorina a una dosis de
0.1 pg/pL no tuvo impacto sobre la adquisicion ni consolidacion de la memoria
gustativa. Por lo anterior, nuestra tercera hipotesis fue rechazada. Necesitamos

realizar una curva de dosis-respuesta para poder determinar una dosis optima.

Finalmente, como conclusion general, a pesar de que ninguna de nuestras
hipotesis se pudo confirmar por completo, el haber realizado estos experimentos
nos ha ayudado a entender mejor el papel que tienen los mMAChR’s en la conducta
neofdbica y el fendmeno de AN. Ahora entendemos que la actividad muscarinica es
esencial para la formacién de una memoria apetitiva, ademas, parece tener una
participacion diferencial sobre BLA y CeA. Esta segregacién funcional que tiene la
AMY puede estar relacionada con la segregaciéon espacial y funcional que se ha
evidenciado en la IC. La tarea de AN es un modelo experimental poco usado para
estudiar la memoria gustativa, por lo que es necesario seguir estudiando la actividad

muscarinica en el modelo de AN.

PERSPECTIVAS

En primer lugar, una buena forma de reforzar nuestros experimentos seria
determinar el valor heddnico del estimulo mediante la evaluacién de la percepcidn
de éste usando un contador automatizado de lamidas en el bebedero o “licometro”.
Esto nos permitiria apoyar nuestra idea de que antagonizar los receptores

muscarinicos promueve un cambio del valor heddnico del estimulo.
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Ademas de lo anterior, se debe de comprobar que estos cambios en el valor
heddnico tras manipular la BLA o CeA impactan la IC y que esta codificacion de la
informacion depende de la experiencia con el estimulo. El uso de técnicas
moleculares permitiria darnos una mayor especificidad espaciotemporal. Por
ejemplo, con trazadores retrogrados aplicados en CeA o BLA con la posterior
evaluacion de actividad neuronal en IC con genes de expresion temprana (p. €j. c-

fos) permitirian detectar estos cambios en la codificacion en corteza.

Por otro lado, es necesario evaluar si las neuronas PKC®* en la amigdala,
especificamente en Cel, en estan reguladas por receptores muscarinicos y de qué
forma su antagonismo, o agonismo, impacta sobre la conducta. Esto se podria hacer
mediante microscopia fluorescente en donde se identifiquen aquellas neuronas
positivas a PKCd, mAChR’s y c-fos que ademas reciban un tratamiento con

DREADD’s para promover o inhibir la activacion de los mAChR’s.

Por ultimo, es necesario desarrollar mejor la técnica experimental para infundir
oxotremorina en la amigdala pues nuestros resultados no tuvieron ningun impacto
en la conducta. Incluso tal vez sea mas conveniente apuntar a métodos con uso de

optogenética o DREADD’s para tener mas precision espaciotemporal.
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