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Participacion diferencial de la habénula lateral durante la formacion de la memoria de aversion al aztcar y durante la
inhibicion latente inducida por la familiarizacion a este sabor

Resumen

El condicionamiento de aversién al sabor (CAS), es un aprendizaje asociativo en el que un sabor
novedoso y un malestar gastrico se asocian, y producen evitacion del sabor en los animales. Un
modelo para estudiar la solidez del aprendizaje asociativo, dependiendo del grado de familiaridad,
es la inhibicion latente (IL), este proceso se da cuando los animales se exponen previamente a
un estimulo de tal manera que disminuye su capacidad de poder asociarlos en el futuro. La
habénula lateral (LHb) se conecta con algunas estructuras que estan implicadas con memorias
de reconocimiento del sabor; por ejemplo, la corteza insular, el area tegmental ventral y el
hipocampo, por mencionar algunas. Se ha demostrado que lesiones electroliticas de la LHb
atenuan el CAS a la supersacarina (0.125 % de sacarina + 3 % de glucosa) inducida por etanol.
Estudios importantes concluyeron que la LHb procesa sefiales de valor motivacional negativo
(ausencia de una recompensa o la presencia de un castigo). Sin embargo, aun no se ha descrito
claramente la intervencion de esta estructura en aprendizajes asociativos y su impacto sobre
aprendizajes posteriores como lo es una inhibicion latente del CAS (IL-CAS). Por ello, decidimos
evaluar la funcion de la LHb durante la formacion de la memoria aversiva al sabor novedoso y
tras la alta familiarizacion al sabor dulce. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso
inicial de 270-310 gr, las cuales fueron privadas de agua, para posteriormente consumir liquido
en una sola presentaciéon diaria por 20 min, 30 min antes de la adquisicién del CAS fueron
inyectadas bilateralmente en la LHb con una dosis citotoxica de NMDA (10 ug/ul). Se midi6 el
consumo de agua endulzada con azucar, al 10%, durante las fases de adquisicién, evocacién y
tres sesiones de extincion. Para lograr la alta familiarizacion al sabor dulce (IL-CAS) las ratas
fueron expuestas por 21 dias al azucar para posteriormente continuar con el procedimiento del
CAS. Los resultados muestran que las lesiones citotoxicas con NMDA en la LHb antes de la
adquisicion del CAS provoca un menor aprendizaje aversivo del sabor a azucar y una aceleraciéon
en la extincion de la memoria aversiva cuando el sabor es novedoso. Sin embargo, las mismas
lesiones de NMDA en la LHD, tras una exposicion de 21 dias al azucar y antes de la adquisicion
del CAS no alteran el proceso de IL-CAS, es decir, cuando el sabor es altamente familiar.
Nuestros resultados sugieren que la LHb tiene un papel crucial durante el aprendizaje aversivo,

no asi durante los procesos de actualizacion del sabor altamente familiar.

Jocelyn Lucero Lomeli Castillo




Participacion diferencial de la habénula lateral durante la formacion de la memoria de aversion al aztcar y durante la
inhibicion latente inducida por la familiarizacion a este sabor

Abstract

Conditioned taste aversion (CTA) is associative learning in which a novel taste and gastric
discomfort are associated, producing taste avoidance in animals. A model to study the strength of
associative learning, depending on the level of familiarity, is latent inhibition (LI), this process
occurs when animals are previously exposed to a stimulus in such a way that their ability to
associate them in the future decreases. Lateral habenula (LHb) connects to some structures that
are involved with taste recognition memories, i.e., insular cortex, ventral tegmental area, and
hippocampus, to name but a few. Electrolytic lesions of LHb have been shown to attenuate CTA
to supersaccharin (0.125% saccharin + 3% glucose) ethanol induced. Important studies concluded
that LHb processes signals of negative motivational value (absence of a reward or presence of a
punishment). However, the intervention of this structure in associative learning and its impact on
subsequent learning, such as latent inhibition of CTA (LI-CTA), has not yet been clearly described.
Therefore, we decided to evaluate the role of LHb during the formation of aversive memory to
novel taste and after high familiarization to sweet taste. Male Wistar strain rats were used, with a
starting weight of 270-310 g, which were deprived of water, to later consume liquid in a single daily
presentation for 20 min, 30 min before the acquisition of the CTA they were injected bilaterally in
LHb with a cytotoxic dose of NMDA (10 ug/ul). The consumption of 10% sugar-sweetened water
was measured during the acquisition, evocation and three extinction phases. To achieve high
sweet taste familiarization (LI-CTA), rats were exposed to sugar for 21 days to later continue with
the CTA procedure. The results shown that NMDA cytotoxic lesions in LHb before CTA acquisition
cause less aversive learning of the taste of sugar and accelerated extinction of aversive memory
when the taste is novel. However, the same NMDA lesions in LHb, after a 21-day exposure to
sugar and before CTA acquisition, do not alter the LI-CTA process, that is, when taste is highly
familiar. Our results suggest that LHb has a crucial role during aversive learning, but not during

high-familiarity taste update processes.

Jocelyn Lucero Lomeli Castillo
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Participacion diferencial de la habénula lateral durante la formacion de la memoria de aversion al azlicar y
durante la inhibicion latente inducida por la familiarizacion a este sabor

1. Introduccion

1.1. Tipos de aprendizaje

Uno de los propdsitos fundamentales de la plasticidad cerebral es proporcionar la capacidad de
adaptacion y optimizacion del comportamiento de acuerdo con las demandas ambientales
actuales. Los organismos vivos no son entidades estaticas e inmutables, su capacidad de
adaptacion a través de la experiencia para obtener una recompensa o evitar el peligro tiene un
claro propésito evolutivo, esto conlleva a un aprendizaje (Lourenco & Casey, 2013). Las
definiciones de aprendizaje y memoria abarcan una variedad de subcomponentes, por lo cual
resulta complicado proponer una definicion completamente valida (Brem et al., 2013) ya que
ambos conceptos tienen su origen en diferentes campos de estudio que subyacen a cada autor
y rama (Vanderwolf & Cain, 1994; Sweatt, 2003). El aprendizaje puede ser definido de muchas
formas que van desde términos conductuales hasta neurobiolégicos. Por ejemplo, Purves et al.
(2016) mencionan que el aprendizaje es la adquisicién de una conducta nueva por medio de la
experiencia. Sin embargo, en la rama conductual, generalmente el aprendizaje es definido como
un cambio en la conducta mas o menos permanente, resultante de la experiencia y que no es
debido a la maduracion, fatiga, drogas o enfermedad (Hilgard & Marquis, 1961). El aprendizaje
tiene sus propias clasificaciones, enfocando a la posible relacién que realiza el individuo entre un
estimulo y sus posibles consecuencias. De esta manera el aprendizaje se divide en aprendizaje

asociativo y aprendizaje no asociativo (Figura 1).

No asociativo

Habituacion

Sensibilizacién

Condicionamiento |
clasico
Aprendizaje Condicionamiento

instrumental

Vicario

periodo critico

Canto de los
pajaros

Priming

Figura 1. Clasificacion de aprendizaje (modificado de Sweatt, 2003).

Jocelyn Lucero Lomeli Castillo
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1.1.1. Aprendizaje no asociativo

Dentro del aprendizaje no asociativo (aprendizaje simple) se encuentra la habituacién y la
sensibilizacion. Estas formas de aprendizaje involucran respuestas alteradas a un solo estimulo
y no requieren que el animal forme ninguna asociacion entre un estimulo ambiental y otro,
ademas pueden ocurrir inconscientemente, porque generalmente no requieren percepcion

consciente de los estimulos ambientales ni recuerdo consciente de informacion (Sweatt, 2010).
a) Habituacion

La habituacion se define como una disminucién o decremento en la respuesta hacia un estimulo
presentado varias veces (repetido) (Kandel et al., 2000). La habituacion es sélo un ejemplo de
como el simple hecho de experimentar un suceso, una y otra vez, hace que el individuo
aprenda acerca de ese suceso (aprende a ignorarlo) (Gluck et al., 2009), por ejemplo, cuando a
un animal se le presenta repetidamente un estimulo ambiental inofensivo, la respuesta del animal
a ese estimulo disminuye con el paso del tiempo (Sweatt, 2010). Otro ejemplo, si alguien se muda
de un pueblo pequefio y tranquilo a un apartamento en la ciudad, es posible que las primeras
noches se tenga dificultad para dormir por los ruidos extrafos que se escuchan, pero después de
unas cuantas noches mas, probablemente se habitte a los ruidos y pueda dormir (Gluck et al.,
2009). El propdsito de la habituacion es que, con el tiempo, los animales aprenden a ignorar

ciertos estimulos ambientales que no tienen un contenido informativo (Sweatt, 2010).

Después de que una respuesta se habitla, si presenta otro estimulo Unico, puede ocurrir la
deshabituacion. Una respuesta habituada puede superarse mediante un estimulo deshabituado.
La deshabituacion es una recuperacién de la respuesta o un aumento de la capacidad de

respuesta inicial normal cuando el animal recibe un estimulo ambiental diferente (Sweatt, 2010).

Por lo tanto, la habituacion es probablemente la forma mas simple de aprendizaje y es una
disminucioén de una respuesta conductual. La habituacion ocurre en respuesta a la estimulacion
repetida y se manifiesta como una respuesta disminuida a ese estimulo con el tiempo, ademas
de que se asocia con la inhibicién sinaptica. Consecuentemente, la habituacién es el efecto

opuesto a la sensibilizacion (Sweatt, 2010).
b) Sensibilizacion

La sensibilizacién es un aumento en la magnitud de la respuesta, producida por un estimulo que

fue presentado de manera repetida y cuya consecuencia fue desfavorable, es decir se define

Jocelyn Lucero Lomeli Castillo
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como un aumento de la respuesta por encima de la respuesta inicial normal que se produce en

respuesta a una sefal ambiental nociva o muy intensa (Sweatt, 2010).

La duracion de la memoria de un evento aprendido depende del nimero de veces que un animal
percibe un estimulo que modifica la conducta. Por ejemplo, una sola estimulacién sensibilizante
puede provocar una sensibilizacion que dura unos cuantos minutos, mientras que las
estimulaciones repetidas probablemente daran como consecuencia una sensibilizacion que
durara de horas a dias y, las presentaciones repetidas de multiples ensayos de entrenamiento
(pruebas repetidas durante unos pocos dias) pueden provocar una sensibilizacion que dura
semanas (Sweatt, 2010). Cabe mencionar que la habituacion a largo plazo conlleva a una pérdida
de sinapsis y la sensibilizacién a largo plazo conduce a un aumento de las sinapsis (Kandel &
Schwartz, 1982).

Por mencionar algunos ejemplos, la sensibilizacion en mamiferos como los roedores representa
un comportamiento reflexivo simple, como la retirada de la pata, y asi de manera analoga, a las
sensaciones humanas, los roedores con lesiones en los tejidos retiran sus patas cuando se les
dan estimulos no nocivos como calor calido o un cepillo ligero (Sweatt, 2010). Un ejemplo mas
simple es el envenenamiento que ocurre en el contexto de la ingesta de un alimento el cual
aumenta el rechazo de los nuevos sabores presentados en una situacion similar (Domjan,1977;
Rozin, 1968). Ademas, se puede considerar que la alta familiarizacién al azucar es un proceso
de sensibilizacion debido a que aumenta la conducta de consumo, ya que el hecho de que se
observen cambios en la conducta de respuesta hacia el azucar, sin saber exactamente que se
asocia para aumentar esa conducta, puede referirse a una sensibilizacion al azucar (Sweatt,
2010).

1.1.2. Aprendizaje asociativo

Es la capacidad de establecer una asociacion entre dos o mas estimulos que pueden
cuantificarse para dar un respuesta anticipada o condicionada. En el aprendizaje por asociacion,
el contexto o las condiciones anteriores hacen que se desencadenen automatica e
inevitablemente determinados comportamientos. Las asociaciones se basan en las relaciones
entre los estimulos relevantes y otros presentes en la situacion. Dentro de este aprendizaje se

encuentra el condicionamiento clasico y el operante (Sweatt, 2010).

Jocelyn Lucero Lomeli Castillo
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a) Condicionamiento clasico o pavloviano

En el condicionamiento clasico (pavloviano), una respuesta provocada de manera natural por un
estimulo llega a ser provocada por un estimulo diferente previamente neutral. lvan Pavlov, un
fisiblogo ruso que estudiaba los procesos digestivos descubrid el condicionamiento clasico casi
por accidente. Entrend a un perro a salivar ante el sonido de una campana presentando el sonido
justo antes de llevar la comida al cuarto. A la larga, el perro empezé a salivar ante el solo sonido

de la campana (Pavlov, 1927).

El condicionamiento clasico supone el apareamiento de una respuesta causada naturalmente por
un estimulo con otro estimulo previamente neutral. Existen cuatro elementos basicos para este
condicionamiento: El estimulo incondicionado (El), a menudo comida invariablemente ocasiona
que el organismo responda de manera especifica. La respuesta incondicionada (RI) es la reaccién
(como la salivacion) que siempre produce el El. El estimulo condicionando (EC) es un estimulo
(como la campana) que al principio no produce la respuesta deseada, sin embargo, en el curso
del condicionamiento, el EC llega a producir la respuesta deseada cuando se presenta solo. Por
ultimo, la respuesta condicionada (RC) es la conducta que el organismo aprende a exhibir en

presencia del estimulo condicionado (Morris & Maisto, 2005).
b) Condicionamiento operante o instrumental

El condicionamiento operante se basa mas en el aprendizaje de la conducta que opera en el
ambiente: la persona o el animal se comportan de una manera particular para obtener algo
deseado o evitar algo desagradable. Esta conducta es inicialmente emitida mas que provocada.

Dichas acciones se denominan conductas operantes (Myers, 2007).

El psicologo Edward Lee Thorndike, el primer investigador que estudio la conducta operante de
manera sistematica, uso una “caja problema” para determinar cémo aprenden los gatos. Su
trabajo permanece como un hito de la comprension de los efectos de los reforzadores y los
castigos (Thorndike, 1898). En el condicionamiento operante, se utiliza el reforzador (como la
entrega de la comida) para incrementar la probabilidad de que una respuesta particular vuelva a
ocurrir en el futuro. Para reducir la probabilidad de que una respuesta particular vuelva a ocurrir
se usan estimulos aversivos (como los castigos). Thorndike propuso la ley del efecto, que afirma
que la conducta que es consistentemente recompensada quedara “estampada” como conducta
aprendida en tanto que la conducta castigada de manera consistente desaparecera (Thorndike,
1898).

Jocelyn Lucero Lomeli Castillo
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Dentro del aprendizaje asociativo, existen varios paradigmas para su estudio, entre estos estan:
el miedo condicionado (LeDoux, 2001; Quirk et al., 1995) y el condicionamiento de aversion al
sabor (Berman & Dudai, 2001). En estos paradigmas, los animales aprenden una asociacién entre
un estimulo condicionado y un estimulo incondicionado aversivo. Ambos sirven como ejemplos
de condicionamiento pavloviano o clasico y dan como resultado una memoria fuerte y duradera,
ademas, se conocen cuales son las vias neuroanatémicas que comprenden estos aprendizajes
(Sweatt, 2010).

1.2.Tipos de memoria

Como en el caso del aprendizaje, la memoria puede tener diferentes definiciones. Por mencionar
un ejemplo, Dudai en 2002 menciona algunas definiciones de memoria, de las cuales, en una de
ellas indica lo siguiente: la memoria es la retencion a lo largo del tiempo de una experiencia, lo
cual es dependiente de representaciones internas o de la capacidad de reactivar o reconstruir
sobre dichas representaciones. Sweatt en 2010 define a la memoria como los procesos a través

de los cuales se almacena la informacion aprendida.

Comunmente, la memoria se puede clasificar en dos tipos, dependiendo del tiempo de
almacenamiento de la informacién: memoria de corto plazo (MCP) y memoria a largo plazo (MLP),
las cuales, a su vez se subdividen en mas categorias de acuerdo con el tipo de informacién que
almacenan (de trabajo, declarativa y no declarativa) (McGaugh, 1989; Sweatt, 2010; Purves et
al., 2016) (Figura 2).

1.2.1. Memoria de corto plazo: Capacidad de mantener una cierta cantidad de
informacion durante un breve periodo de tiempo que puede ir de segundos a minutos

mientas se logra un objetivo particular (Purves et al., 2016).

a) Memoria sensorial: Es la habilidad para mantener experiencias durante
fracciones de segundos (Purves et al., 2016). En esta memoria la informacion es
percibida a través de cada uno de nuestros sentidos (la vista, el oido, el olfato, el
gusto y el tacto) e ingresa a través de las cortezas sensoriales del cerebro (Brewin,
2014). Los tipos de memoria sensorial mas ampliamente estudiados son; la
memoria ecoica que se refiere al almacén sensorial auditivo y la memoria iconica

que se refiere al almacén visual (Sweatt, 2010).
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b) Memoria de trabajo: Se refiere especificamente al tipo de sistema de memoria
utilizado para almacenar informacién durante periodos cortos de tiempo mientras
se utiliza. Un ejemplo simple es hacer calculos aritméticos usando numeros
recordados (¢ cuanto es 4 x 567?), al multiplicar mentalmente 4 x 56 es claramente
una tarea de memoria diferente a simplemente recordar el numero 224 durante

unos segundos (Sweatt, 2010).

1.2.2. Memoria de largo plazo: Se refiere a la informacion que se almacena durante un
periodo de tiempo que puede ir de dias, semanas o incluso durante toda la vida. La
memoria de corto plazo con una importancia particular puede entrar en la memoria
a largo plazo por medio de la practica (Purves et al., 2016). Comunmente se divide
en declarativa o explicita y en memoria no declarativa o procedimental, también

conocida como implicita (Purves et al., 2016; Sweatt, 2010) (Figura 2).

a) Memoria declarativa o explicita: La peculiaridad de este tipo de memoria es que
es facil de expresar de forma verbal y escrita; de ahi que se identifique con el
nombre de memoria declarativa. Su expresion es consciente, se adquiere en uno
0 en pocos ensayos, es cambiante y flexible (Graf & Schacter, 1985). Se divide en
memoria episddica, que se refiere a aquella relacionada con recuerdos de eventos
y episodios experimentados personalmente; y en memoria semantica, que se
refiere a los recuerdos de hechos y conceptos especificos (por ejemplo, nombre
de paises, animales y presidentes de un pais, meses del afo, etc.) (Robertson,
2002; Sweatt, 2003).

b) Memoria no declarativa o procedimental: La memoria implicita, también llamada
de procedimiento, se puede definir como el proceso mediante el cual se adquiere
la informacién compleja y abstracta en cualquier lugar y que no depende de la
“conciencia’. Este sistema de memoria permite al individuo realizar habitos de tipo
cognitivo y motor. Se trata de una memoria de adquisicion gradual, automatica,
con la capacidad de perfeccionarse con la practica y, sobre todo, dificil de
verbalizar (Reber et al., 1991). La memoria implicita, se divide en cuatro
subcategorias que corresponden con la memoria de habilidades, el priming,
aprendizajes asociativos y la memoria a aprendizajes no asociativos (Robertson,
2002; Sweatt, 2003).
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Figura 2. Categorias principales de la memoria. Tipicamente la memoria se divide en MCP y MLP, contemplando la
memoria sensorial y la de trabajo dentro de la MCP. Dentro de la MLP se encuentra la memoria declarativa y no
declarativa, también conocidas como memoria explicita e implicita, respectivamente (Modificado de Purves; 2016 y
Sweatt, 2010).

En el estudio de la memoria y el aprendizaje, el proceso se puede dividir en tres fases; 1)
adquisicién: proceso por el cual la informacién nueva se incorpora y procesa en el sistema
nervioso, mediada a través de los estimulos sensoriales; 2) consolidacion: proceso por el cual la
informacion adquirida (memoria de corto plazo) se mantiene e incorpora a una memoria de largo
plazo, la cual es estable y resistente a cualquier interferencia; 3) evocacion: proceso mediante el
cual la informacion previamente procesada y almacenada, es recuperada (extraida) y expresada

en la forma de una conducta determinada cuando se necesita (Myers, 2007).

Para que pueda darse el aprendizaje se requiere memoria; de hecho, podria decirse que son dos
caras de la misma moneda. El cambio en la conducta, cuando es mas o menos permanente, ha
de estar almacenada en algun lugar, ese almacenamiento es la memoria. Ademas, siempre que
se estudia la memoria se hace con relacion a un cambio: algo que el organismo ha aprendido o
ha dejado de hacer. En este sentido, la memoria es consecuencia de los cambios que se
observan en el comportamiento, resultados a su vez de la experiencia y del aprendizaje (Sweatt,
2010).
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Sabiendo que la memoria y el aprendizaje son dos procesos cognitivos que no pueden ir
separados, ya que los dos originan cambios adaptativos en la conducta, nos enfocaremos en un

tipo de memoria especial, la memoria gustativa.
1.3.Memoria gustativa

La alimentaciéon es un comportamiento esencial que influye de manera significativa en la
capacidad de supervivencia que posee un organismo. Este comportamiento es influenciado por
diversas sefales, dentro de las que se incluyen los estimulos sensoriales relacionados a los
alimentos, por lo que percibir las sustancias quimicas en ellos es sumamente importante en la
conducta alimentaria. Debido a esto, el aprendizaje del gusto adquiere un papel relevante en esta
conducta, por lo que se le reconoce como un tipo de aprendizaje robusto y adaptativo a lo largo

de la evolucién (Bermudez-Rattoni et al., 2004; Bures et al., 1998).

1.3.1. Percepcion del sabor

Los humanos, las ratas y los ratones son omnivoros y gracias a que tienen en comun muchas de
las caracteristicas basicas del sistema gustativo, se ha facilitado el estudio de la alimentacion y
el sistema gustativo en estos modelos murinos (Breslin, 2013; Matsunami et al., 2000; Nowlis et
al., 1980).

Algo importante a mencionar es que se debe hacer una distincion entre el gusto y el sabor, ya
que mientras el gusto es meramente una experiencia quimica que incluye las cualidades basicas:
dulce, acido, amargo, salado, umami y graso (Morris & Maisto, 2005), el sabor surge de una
combinacion compleja entre el gusto, olfato, temperatura y textura de los alimentos (Bartoshuk &
Duffy, 2005). Debido a la interaccion existente entre el gusto y el sabor, la experiencia placentera
o de desagrado, asi como la discriminacién que hace el individuo entre los alimentos, se basa no

solo en el gusto, sino también en el sabor (Schier & Spector, 2019).

El gusto comienza con la interaccion entre las sustancias quimicas de los alimentos y las papilas
gustativas, estas son protuberancias especializadas en forma de cebolla que se componen de
alrededor de 100 células gustativas y se encuentran alojadas en la lengua. Las papilas gustativas
se encargan de detectar y transducir la informaciéon quimica. La mayoria de ellas se localizan en

la punta, los lados y la parte posterior de la lengua, sin embargo, también son encontradas en el

Jocelyn Lucero Lomeli Castillo




Participacion diferencial de la habénula lateral durante la formacion de la memoria de aversion al azlicar y
durante la inhibicion latente inducida por la familiarizacion a este sabor

paladar blando, eséfago y la epiglotis (Bartoshuk, 1993; Gutierrez, & Simon, 2021; Ma et al.,
2007).

Una vez que se ingieren los alimentos, las sustancias quimicas de estos se disuelven en la saliva
y caen en las grietas entre las papilas gustativas entrando en contacto con los receptores del
gusto, llamados células receptoras del gusto (TRC, por sus siglas en inglés) lo que inicia la
transduccién de senales hasta el cerebro (Roper, 2007; Gutierrez, & Simon, 2021). En humanos,
un adulto posee aproximadamente diez mil papilas gustativas, las cuales van disminuyendo con
la edad, hecho que explica en parte por qué los ancianos a menudo pierden el interés por la
comida (Bartoshuk, 1993). Por otro lado, las papilas gustativas de las ratas poseen alrededor de
68 TRC y los ratones alrededor de 86 (Ma et al., 2007).

En suma, no solo el hambre, la saciedad y las sefales viscerales influyen y son influencias por el
sabor de los alimentos, sino que también las sefiales quimicas de estos, asi como la memoria
gustativa, la atencion, las emociones y las expectativas pueden dar forma a la experiencia de la
degustacion. Este nivel de complejidad perceptual e integracion psicofisioldgica surge de la
intrincada interaccion entre las vias gustativas, sensoriales, viscerales y limbicas (Vincis &
Fontanini, 2019).

1.3.2. Aprendizaje al sabor

Durante el proceso de aprendizaje del gusto, ya sea apetitivo o aversivo, son importantes las
consecuencias de la ingestion, lo que a su vez determinara el tipo de memoria formada (Nunez-
Jaramillo et al., 2010). Ahora bien, la adecuada identificacion y seleccidén de alimentos se debe
en gran medida a la memoria gustativa, la cual incluye diversos componentes como el
reconocimiento gustativo, asi como caracteristicas relacionadas al valor hedoénico de los
alimentos, la familiaridad y las caracteristicas nutritivas o toxicas asociadas al gusto (Nufez-
Jaramillo et al., 2010).

Cuando un animal se encuentra con estimulos amenazantes y aversivos, la respuesta conductual
es inmediata y conlleva a que “se inmovilice/paralice”; cuando el animal se expone a estimulos
apetitosos y gratificantes, la respuesta es de acercamiento y exploracion. Asi, estas respuestas
conductuales dan forma al comportamiento futuro promoviendo las habilidades de supervivencia

del organismo. La ingesta es un aprendizaje adaptativo que poseen los animales, ya que el
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consumo de los alimentos garantiza su sobrevivencia, y se determinan posibles errores en la
eleccion de la comida que prueban, pues estas malas elecciones podrian ocasionar dafnos
irreparables o la muerte (Justel, & Ruetti, 2012). Para una correcta discriminacion se deben
diferenciar entre estimulos que les resulten familiares y los que son novedosos para asi poder
determinar qué informacién requiere ser procesada para su codificacion a largo plazo (Bures et
al., 1998; Domjan, 1976; Mickley et al., 2000).

El reconocimiento del sabor es un buen modelo para estudiar los procesos de aprendizaje y
memoria, tanto asociativos como no asociativos, asi como los diferentes estadios implicados en
ella, por ejemplo, la codificacion, almacenamiento y recuerdo (evocacion) (Bermudez-Rattoni et
al., 2004). Al consumir un sabor nuevo se genera una respuesta inicial de neofobia (miedo
caracteristico a los nuevos alimentos), que es un comportamiento innato util para evitar la ingesta
de sustancias téxicas, y asegura que los animales ingieran solo pequefas cantidades, como si
quisieran probar el alimento para determinar si es seguro comerlo, resultando entonces que la
presentacién del sabor novedoso no conlleva consecuencias aversivas para el animal, y en
primera instancia, los animales rechazan o consumen poco la solucion novedosa, si luego de la
ingesta no hay consecuencias negativas, el sabor (alimento) se vuelve mas “familiar”, y no se
asocia con consecuencias aversivas, asi los sujetos aumentan gradualmente su ingesta
(consumira mas en futuros encuentros). Este fendmeno es conocido como atenuacién de la
neofobia (Sweatt, 2010). Por el contrario, si el consumo va acompafiado por consecuencias
negativas (aversivas: toxicidad, malestar intestinal) sera reconocido como aversivo y sera
rechazado en futuras ocasiones, este aprendizaje se denomina condicionamiento de aversion al
sabor (CAS), es decir, si el animal desarrolla una enfermedad, se produce una aversion al gusto
condicionada, y este alimento se evitara en encuentros futuros (Nufez-Jaramillo et al., 2010;
Sweatt, 2010).

Por lo tanto, la preferencia gustativa/aprendizaje apetitivo y el CAS son dos de los modelos mas
empleados para el estudio de la memoria gustativa. Estos modelos permiten estudiar de manera
aislada las diferentes etapas de adquisicién y consolidacion de la memoria de un estimulo
novedoso, ademas, permiten la evaluacion de aspectos de recompensa o aversion por el mismo

estimulo (Nunez-Jaramillo et al., 2010).
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1.3.3. Aprendizaje aversivo al sabor

El Condicionamiento de Aversion al Sabor (CAS) es una asociacion aprendida entre un sabor
novedoso, que en primera instancia es apetitivo, de cierto alimento (estimulo condicionado, EC)
y la sensacion de nauseas o malestar gastrico (estimulo incondicionado, El), que puede ser
aprendido después de una unica presentacion de los estimulos (novedoso-aversivo), de esta
manera se correlaciona que un sabor determinado es peligroso y los sujetos evitan consumir en

el futuro, generando asi una memoria duradera (Garcia et al., 1956).

John Garcia descubrié este fendmeno por accidente en una serie de experimentos sobre los
efectos de la exposicion a la radiacion (Garcia et al., 1956). Al exponer ratas en una camara
especial a altas dosis de radiacién que las enfermaba, Garcia se percaté de que las ratas bebian
cada vez menos agua cuando estaban en la camara de radiaciéon, aunque bebian normalmente
en sus jaulas “hogar”. Garcia se dio cuenta de que las botellas de agua en la camara de radiaciéon
eran de plastico, lo que posiblemente daba al agua un sabor diferente a comparacion del agua
contenida en botellas de vidrio en las jaulas hogar. Hipotetizd que el sabor del agua de las botellas
de plastico habia funcionado como un estimulo condicionado (EC) que las ratas asociaron con la
radiacion (El); como resultado de este condicionamiento, el agua con sabor a plastico hacia que

las ratas se sintieran enfermas (respuesta condicionada, RC).

El condicionamiento clasico por lo general requiere de muchas presentaciones del EC y el El con
un intervalo corto entre la aparicion de ambos. Pero, el CAS ocurre después de una sola
exposicion a una mala experiencia (Braveman y Bronstein, 1985; Brooks et al., 2003; Cheste et
al., 2003).

Garcia atribuye a que el CAS es un aprendizaje rapido y duradero debido a la evolucién: el
aprendizaje rapido de combinaciones entre sabor-aversion incrementa las oportunidades de
sobrevivir del animal obteniendo asi un balance de energia y sustancias para las funciones vitales
en el organismo. Por ejemplo, las ratas son carrofneras; mordisquearan casi cualquier cosa, por
lo que es muy probable que entren en contacto con comidas potencialmente toxicas. Tiene
sentido que, a lo largo de miles de generaciones, en general los seres vivos, hayan desarrollado
un sistema nervioso que es especialmente eficiente para recordar combinaciones sabor-aversion
(Garcia & Keolling, 1966).

Jocelyn Lucero Lomeli Castillo




Participacion diferencial de la habénula lateral durante la formacion de la memoria de aversion al azlicar y
durante la inhibicion latente inducida por la familiarizacion a este sabor

Los seres humanos, como todos los animales, también desarrollan aversiones a la comida con
base en diversas sefales, incluyendo el sabor, la apariencia y el olor. De hecho, la respuesta de
aversion condicionada esta tan arraigada que incluso cuando sabemos que una comida particular
no nos enfermd, aun asi, tendemos a formar una aversién hacia la comida que consumimos antes
de enfermar. Por ejemplo, un psicélogo describié una cena en la que él y varios invitados mas
contrajeron un virus intestinal que dejé a muchos de ellos con una aversion hacia el pollo con
estragodn (el plato principal) o hacia cualquier comida con estragén (Mazur, 1994). Aunque sabian
que el pollo con estragén no era la fuente de su enfermedad no pudieron vencer la poderosa

respuesta condicionada.

De esta manera, debe haber una retroalimentacion eficiente entre las propiedades de los
alimentos ingeridos y las consecuencias (efectos toxicos o valores nutricionales) de su ingestion.
Los procesos de aprendizaje que conllevan a la asociacion de la ingesta de un alimento y sus
consecuencias tienen propiedades sensoriales mediatas e inmediatas de consumir dicho
alimento (sabor), resultando asi en una serie de discriminaciones de productos comestibles y de

los que no lo son (Bures et al., 1998).

Una caracteristica que hace del CAS un aprendizaje asociativo es la presencia de un EC que
seria el sabor (nuevo), el cual es seguido de la presentacion de un El (aversivo), provocando una
respuesta visceral que acufie a un malestar gastrointestinal, generando un rechazo al nuevo
sabor presentado (Bermudez-Rattoni & Prado, 2001). Por lo general, en modelos experimentales
se suele usar sacarina o azucar en disolucion como estimulo novedoso, y como estimulo aversivo

comunmente se ocupa el cloruro de litio inyectado por via intraperitoneal (i.p.) (Bures et al., 1998).

Un aspecto interesante del CAS es el largo intervalo entre el EC-EI (Dudai, 2002), ya que, a
diferencia de otros paradigmas de aprendizaje asociativo, como el condicionamiento de miedo,
el intervalo de tiempo entre EC-EI es tipicamente del orden de segundos (Dudai, 2002; McGaugh,
1989). En el CAS, este intervalo (interestimulo) puede tolerar retrasos de horas (1-4 horas) entre
la ingesta del sabor (EC) y la toxina (El), tiempo en el que se puede alcanzar una correcta

asociacion entre los dos estimulos (Sweatt, 2010).
En resumen el CAS, como se ha mencionado antes, es utilizado para estudiar los procesos de

formacion de la memoria, pues presenta ciertas ventajas sobre otros paradigmas: no requiere de

aparatos para su estudio ya que solo se necesita el alimento solido o liquido y el agente irritante
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que puede estar contenido en una jeringa, requiere un solo ensayo para la asociacién del EC-EI,
obteniendo asi una rapida adquisicién del EC, resultando en la formaciéon de una memoria a largo
plazo, ademas de que es altamente reproducible, se conocen las rutas estructurales involucradas

en este tipo de aprendizaje (Bures et al., 1998; Dudai, 2002).

a) Extincién del condicionamiento de aversion al sabor

Se entiende por extincion como: un decremento en la fuerza o en la frecuencia de una respuesta
aprendida a causa de no continuar el apareamiento del El y el EC (condicionamiento clasico) o
de retener el reforzamiento (condicionamiento operante) (Morris & Maisto, 2005). Por lo que, se

supone que refleja un reaprendizaje en lugar de un desaprendizaje (Berman & Dudai, 2001).

En este sentido, después de haber aprendido el CAS, si se vuelve a presentar el alimento, pero
sin la asociacion posterior de malestar gastrico, va a provocar una reduccion de la aversion
condicionada al alimento o sustancia en cuestion. Por lo que conduce a un aumento del consumo
del alimento que anteriormente se asociéo al malestar gastrico. La extincion se considera
completada cuando el consumo del alimento (asociado al malestar gastrico) es similar al consumo
de cuando el alimento no fue asociado al malestar gastrico (Nunez-Jaramillo et al., 2010), es
decir, que los sujetos durante la fase de la extincién aprenderan que el EC (alimento) no les
produce malestar gastrico, por lo que se puede restaurar la repuesta condicionada inicial
(Berman, 2003).

b) Excitotoxicidad y condicionamiento de aversion al sabor

En muchos estudios se ha utilizado la herramienta de lesion excitotdxica para poder identificar
las regiones funcionales durante diferentes tareas de aprendizaje, la cual actia sobre la
estimulacion de los receptores para el neurotransmisor glutamato. El glutamato proporciona la
mayor parte de la neurotransmisién excitadora rapida en el SNC y excita practicamente todas las
neuronas. El glutamato es el principal mediador de la informacién sensorial, la coordinacion
motora, las emociones y la cognicion, incluida la formacién y recuperacion de la memoria. Hasta
el 80-90% de las neuronas del cerebro usan glutamato como su neurotransmisor, y
aproximadamente el 80-90% de las sinapsis en el cerebro son glutamatérgicas (Braitenberg &
Schitz, 1998).
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Existen diversos modelos de lesiones cerebrales que permiten estudiar los mecanismos
subyacentes de la lesion en el tejido cerebral afectado, dentro de estas técnicas utilizadas se
encuentra la excitotoxicidad. La excitotoxicidad es un proceso en el cual la sobreactivacion
(transmision sinaptica prolongada) de los receptores postsinapticos de glutamato, da lugar a una
despolarizacion prolongada de las neuronas, permitiendo una entrada masiva de Ca?* al interior
de la célula principalmente a través de los receptores tipo NMDA sensibles a Ca?*,
desencadenando la activacion no controlada de procesos dependientes de Ca?" que pueden
producir radicales libres que son toxicos para la célula, lo cual eventualmente produce la muerte
neuronal a través de diferentes procesos como apoptosis, autofagia y necrosis (Arundine &
Tymianski, 2003; Maycotte & Moran, 2007).

Normalmente, la concentracién de glutamato liberado en la hendidura sinaptica se eleva hasta
niveles de aproximadamente 1 mM, pero se mantiene en esta concentracién solo durante algunos
milisegundos, si una concentracion tan grande (anormal) se acumula, la activacion excesiva de
los receptores de glutamato puede sobrexcitar a las neuronas hasta llegar a matarlas (Bittigau &
Ikonimidou, 1977).

En este sentido, Bermudez-Rattoni y McGaugh lesionaron la corteza insular administrando
10ug/ul de NMDA (N- metil- D- aspartato), un agonista del neurotransmisor de glutamato con el
proposito de observar los efectos de la lesion en la corteza insular y su implicaciéon sobre el
aprendizaje del CAS. Ellos demostraron que la dosis utilizada produjo perdida de neuronas y
gliosis extensa en el tejido cerebral, e interrumpio el aprendizaje del CAS cuando lo administraron

dias antes de la adquisicion de esta tarea (Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991).

1.3.4. Inhibicion latente

Otro modelo que también se utiliza con frecuencia para evaluar la memoria gustativa es la
inhibicion latente (IL). Edward Chace Tolman, uno de los pioneros en el estudio del aprendizaje
cognoscitivo, argumentaba que no necesitabamos exhibir nuestro aprendizaje para que éste
ocurriera. Tolman, en 1930, llamé aprendizaje latente al aprendizaje que no es aparente porque
todavia no se demuestra. Sostenia que en algunos casos el aprendizaje esta almacenado de
algun modo, y sélo en el preciso momento en que fuera necesario, los sujetos lo demuestran al

realizar tareas nunca practicadas. Tolman sostenia que esto era gracias a la existencia de mapas
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cognoscitivos o imagenes mentales aprendidas, que pueden evocarse para resolver problemas

cuando las condiciones ambientales lo requieren (McGaugh, 1989; Tolman & Honzik, 1930).

Lubow y Moore (1959), utilizaron el concepto de aprendizaje latente en una tarea clasica con
cabras. Demostraron que cuando los animales se exponian previamente a un estimulo, disminuia
la capacidad de asociarlos con algun otro en el futuro, a este fendmeno le llamaron inhibicion
latente. Consecuentemente, la preexposicion no reforzada a un cierto estimulo conlleva un cierto
tipo de aprendizaje, debido a que se vuelve familiar y esta familiaridad resulta en que se le presta
menor atencién al estimulo, reduciendo la probabilidad de una posible asociacion futura con otro
estimulo (Lubow et al., 1981; Mackintosh, 1971).

Por lo tanto, la inhibicién latente (IL) es la disminucion en la capacidad de asociar un estimulo
determinado con algun otro, debido a la preexposiciéon no reforzada (familiaridad) de dicho
estimulo (Gray & Snowden, 2005; Lubow, 2005; Moser et al., 2000; Schmajuk, 2005).

Dicho de otra manera, la IL se refiere a la capacidad de la experiencia previa para suprimir (inhibir)
un nuevo aprendizaje. Lo "latente" en la inhibicion latente se refiere al atributo de que el proceso
no es experimentalmente observable o demostrable hasta que se observa una falla de
aprendizaje en una prueba posterior (Sweatt, 2010). La disminucién de la capacidad de
acondicionamiento de la IL se explica por la interferencia con el procesamiento de los estimulos
que, en el pasado, demostraron ser insignificantes y da como resultado una incapacidad para

adquirir una nueva asociacion con tales estimulos (Bures et al., 1998).

1.3.4.1. Inhibicién latente del condicionamiento de aversion al sabor

La inhibicion latente de la memoria gustativa aversiva (IL-CAS), se logra con una sola exposicion
previa al sabor, dias o semanas antes de la adquisicion de CAS. Dado que la memoria gustativa
ya se ha formado durante la exposicion previa, la fuerza de la memoria gustativa aversiva,
(medida como una disminucion en el consumo) sera menor que un CAS normal inducida sin
exposicion previa al sabor (Berman et al., 2000; Revusky & Bedarf, 1967), es decir, se forma una
memoria "latente" del sabor, que inhibe la formacién posterior de una asociacion (aprendizaje

nuevo) con un agente téxico (Sweattet al., 2010).
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En resumen, la IL-CAS se da cuando los animales son preexpuestos a un estimulo gustativo
(sacarina, sacarosa) y este no es seguido (asociado) de algun estimulo aversivo (cloruro de litio,
o algun otro que genere CAS), es decir, la preexposicion sin una consecuencia asociada es
suficiente para generar una IL-CAS. Ademas, se ha demostrado que un modelo para poder
estudiar las modificaciones que puede haber en el condicionamiento de aversion al sabor es la
IL (Revusky & Bedarf, 1967).

Recientemente en nuestro laboratorio hemos encontrado un modelo para evaluar el impacto que
tiene la familiarizacion del azucar con nuevos aprendizajes (IL). Se demostré que, en ratas
adultas, los efectos del consumo a largo plazo (14 a 21 dias) de agua azucarada al 10% indujo
un incremento significativo en la IL-CAS, y que la preferencia del sabor sobre el nuevo aprendizaje
aversivo, es decir, la IL de la aversion condicionada al gusto (IL-CAS) se recupera rapidamente
durante los siguientes 3 dias (por ejemplo, extinciones de CAS), lo que indica que el consumo de
azucar a largo plazo acelera significativamente la extinciéon de la memoria aversiva durante el
reaprendizaje apetitivo. Proporcionando asi, evidencia que sugiere que la exposicion a largo
plazo al azucar podria desencadenar un consumo creciente debido a la incapacidad de aprender
nuevas consecuencias negativas relacionadas con el mismo sabor, como las consecuencias de

su ingestion (Vera-Rivera et al., 2020).

Dentro de este modelo, en nuestro laboratorio se demostré que el bloqueo de los receptores [3-
adrenérgicos con propranolol o la activacion de los receptores dopaminérgicos con apomorfina
aumento la inhibicion latente del CAS y aceler6 la extincion de la memoria aversiva de los
receptores dopaminérgicos en la corteza prefrontal medial (mPFC) después de 21 dias de

consumo de azucar afecto la IL-CAS (Caynas-Rojas et al., 2019).

1.3.5. Estructuras involucradas en la formacion de la memoria del sabor

La informacion percibida del sabor tanto apetitiva como aversiva, dependen de varias estructuras
anatémicas (Figura 3, flechas color azul) para que trabajen en conjunto en su procesamiento,

dando lugar a lo que se conoce como la via de la memoria del sabor (Gutiérrez et al., 2003).
En general, la informacién procesada en las papilas gustativas se transmite a las fibras aferentes

de tres nervios craneales, el facial (CN-VII), el glosofaringeo (CN-IX) y el vago (CN-X). Los

cuerpos celulares de estas fibras aferentes estan ubicados en los ganglios de los nervios
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craneales, cuyas ramas centrales ingresan al sistema nervioso central por el tronco del encéfalo
(Vincis & Fontanini, 2019). Cabe mencionar que, las papilas gustativas en los dos tercios
anteriores de la lengua y el paladar estan inervadas por los nervios corda tympani (CT) y petroso
superior mayor (GSP), respectivamente, ambas ramas del CN-VII. Por otro lado, las células del
tercio posterior de la lengua estan inervadas por la rama lingual del CN-1X, el nervio glosofaringeo
(GL). Las escasas papilas gustativas ubicadas en el epitelio laringeo estan inervadas por la rama

laringea superior del CN-X (Contreras et al., 1982; Hamilton & Norgren, 1984; May et al., 2007).

Estas tres aferentes hacen su primera sinapsis central en la cara rostral del nucleo del tracto
solitario (rNTS) ubicado en el tronco encefalico. Las ramas del CN-VII (CT y GSP), que
proporcionan informacion desde la parte anterior de la lengua y el paladar, respectivamente,

terminan en el polo mas rostral del rNTS (Lasiter, 1992).

Las neuronas que surgen del rNTS tienen dos vias de salida principales (Halsell et al., 1996;
Lasiter & Kachele, 1988; Norgren, 1978; Norgren & Leonard, 1971; Norgren & Leonard, 1973). El
primero es a sitios que estan involucrados en los reflejos oromotores, salivales y digestivos, como
la formacion reticular (RF), NTS caudal y los nucleos salivales. La segunda via constituye el
sistema gustativo ascendente y, en roedores, estas neuronas se proyectan hacia otras que
responden al gusto situadas en las subdivisiones lateral y medial del nucleo parabraquial (PBN)
(Di Lorenzo & Monroe, 1997; Halsell & Travers, 1997; Herbert et al., 1990).

Del nucleo parabraquial medial (mPBN) emergen dos vias aferentes gustativas principales que
se proyectan al cerebro anterior: la via del prosencéfalo ventral y la via talamocortical (Fulwiler &
Saper, 1984; Hajnal & Norgren, 2005; Holtz et al., 2015; Karimnamazi & Travers, 1998; Lasitier
etal., 1982; Norgren & Leonard, 1973). Las proyecciones ventrales, a veces llamadas via limbica,
terminan en areas del cerebro que se sabe que estan involucradas con la alimentacion, la bebida
y la recompensa/hedonica, esto incluye el hipotalamo lateral (LH), el nucleo central de la amigdala
(CeA), la amigdala basolateral (BLA), el nucleo del lecho de la estria terminal (BNST) vy la
sustancia innominada (SI). A pesar de que se han estudiado ampliamente estos circuitos, existe
una proyeccion que va desde el PBN al area tegmental ventral (VTA), regidén del cerebro
considerada tan critica en el sistema de recompensa mesolimbico, que no ha sido ampliamente
documentada, pero un informe reciente sugiri6 que tal via de salida puede existir en ratones
(Tokita et al., 2010).
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La via talamocortical es el relevo tradicional a la corteza gustativa (GC), en el cual se ha
documentado que del mPBN existen neuronas que se proyectan a la subdivision parvicelular del
nucleo ventroposteromedial (VPMpc) del talamo (Norgren & Leonard, 1973; Tokita & Boughter,
2016; Voshart & Van Der Kooy, 1981), y luego estas neuronas talamicas, a su vez, se proyectan

a las subdivisiones de la corteza insular (Cl) (Kosar et al., 1986; Norgren & Wolf, 1975).

Major ascending projections of the gustatory and visceral systems Insular cortex

eummm

Hypothalamus Amygdala

FOREBRAIN
CeA

Spino-thalamic

VPMpc VPLpc

MIDBRAIN R
HINDBRAIN

Spino-reticular

Spino-NTS
 TTEEE—
( GSP-VII
PERIPHERY ! i
L GLAX——— Vagus-X Spinal
ORAL POST-ORAL

Figura 3. Representacion de las vias neuronales ascendentes gustativas y viscerales durante el procesamiento
del sabor. Las lineas azules representan las vias gustativas putativas. Las lineas rojas representan las vias
visceroceptivas. Las lineas rojo obscuro representan vias aferentes espinales viscerales. Se puede apreciar la enorme
organizacion topografica que conlleva el procesamiento de un estimulo apetitivo o aversivo. CT, cuerda del
timpano; GSP, petroso superficial mayor; GL, glosofaringeo; SLN, nervio laringeo superior; DMNX, nucleo motor dorsal
del vago; HG, nucleo hipogloso; NA, nucleo accumbens; VTA, area tegmentaria ventral; ARC, nucleo arqueado; CVO,
organos circunventriculares; PVH, nucleo paraventricular; DMH, nucleo dorsomedial; BNST, nucleo del lecho de la

estria terminal; LH, hipotalamo lateral; BLA, amigdala basolateral; AP, area postrema; me, eminencia media; RF,
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formacion reticular; CeA, amigdala central; GC, corteza gustativa; VC, corteza visceral (Modificado de Schier & Spector,
2019).

1.3.6. Vias viscerales

Dado que gran parte del procesamiento y, en ultima instancia, las respuestas a las propiedades
gustativas de un alimento dependen de las consecuencias viscerales asociadas, la comprension
de la organizacion de la funcién gustativa requiere también la consideracion del sistema visceral.
Desafortunadamente, en la actualidad, nuestra comprension de la organizacién anatdmica y
funcional del sistema viscerosensorial, especialmente en los niveles superiores de esta via, aun

son muy pocos (Schier & Spector, 2019).

Las visceras abdominales involucradas en la asimilacion de alimentos estan inervadas por dos
nervios principales: el nervio vago, con sus cuerpos celulares en los ganglios nodosos y los
nervios esplacnicos, con sus cuerpos celulares en los ganglios de la raiz dorsal espinal (Berthoud
et al., 2004). En conjunto, estos nervios forman el sistema aferente visceral general. De tal
manera que, las aferencias vagales proporcionan informacién sensorial para el manejo de
nutrientes y las aferencias esplacnicos parecen estar mas involucrados en la deteccién del dolor

y la inflamacién (Schier & Spector, 2019).

Las aferencias vagales se dividen en dos amplias submodalidades: mecanorreceptores y
quimiorreceptores. Los mecanorreceptores vagales terminan en el musculo liso del eséfago, el
estbmago y los intestinos proximales y responden principalmente a la distensién de baja
intensidad, como se experimenta durante el llenado y vaciado normal que ocurre con una comida
(Ozaki et al., 1999). Los quimiorreceptores en los segmentos proximales del tracto
gastrointestinal detectan las propiedades quimicas de los alimentos ingeridos (Berthoud et al.,
1995; Powley et al., 2011).

La mayoria de las aferencias vagales (Figura 3, flechas color rojo) se proyectan al NTS caudal
(cNTS) y, en menor medida, y al area postrema (AP) (Norgren & Smith 1988; Altschuler et al.,
1989). El AP detecta factores circulantes en la sangre, incluidas las toxinas y sefales metabdlicas,
estas senales trasmitidas por la sangre también se detectan en los 6érganos circunventriculares
(CVO) del prosencéfalo. Las neuronas del AP, a su vez, se proyectan al cNTS y al nucleo

parabraquial lateral (IPBN); mientras que algunas proyecciones del cNTS se dirigen a los nucleos
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motores medulares, incluidos el nudcleo motor dorsal del vago (DMNX) y el nucleo ambiguo
(Shapiro & Miselis, 1985; Herbert et al., 1990).

Las neuronas visceroceptivas que se original en el cNTS se proyectan hacia el prosencéfalo de
dos maneras distintas. Uno que comprende proyecciones directamente al rNTS, nucleos reflejos
locales y al PBN medial y lateral dentro del rombencéfalo; también se proyectan a estructuras del
cerebro anterior, incluidos varios nucleos hipotaldmicos, amigdala, VTA, BNST, nucleo
accumbens (NAc), por nombrar algunos (Ricardo & Koh, 1978; Rinaman, 2010; Rinaman &
Schwartz, 2004). Dicho esto, la IPBN representa una retransmisién visceroceptiva importante
para las sefales que surgen del AP y la cNTS a los sitios del cerebro anterior (Saper & Loewy,
1980; Roman et al., 2016).

La otra via llega a muchas de las estructuras del prosencéfalo antes mencionadas (hipotalamo,
el BNST y la amigdala), pero a través de un relevo en el IPBN, de manera similar a las
proyecciones gustativas que surgen del mPBN. Una segunda via también surge del IPBN y se
dirigen al talamo parvicelular ventroposterolateral (VPLpc) y luego a la IC (Allen et al., 1991;
Cechetto & Saper, 1987).

Por otro lado, las aferencias espinales del intestino (Figura 3, flechas color rojo obscuro) cruzan
la linea media y ascienden hacia el SNC por varias rutas; por ejemplo, el tracto espinotalamico
se proyecta directamente a varios subnucleos dentro del talamo y, desde alli, a varias estructuras
corticales. Las neuronas en el tracto espinoparabraquial se proyectan a la IPBN, donde convergen
y/o corren en paralelo con las neuronas visceroceptivas que originan cNTS y el AP (Menetrey &
Basbaum, 1987; Menetrey & De Pommery, 1991).

A pesar del gran conocimiento que se tiene sobre las estructuras cerebrales que participan en el
aprendizaje gustativo, estan surgiendo funciones importantes de otros nucleos anatdémicos que
también se ha demostrado una participacién en este tipo de memoria como por ejemplo de la
corteza perirrinal (PC) y la corteza prefrontal medial (mPFC) (Divac et al.,, 1978; Kolb &
Nonneman, 1975; Tassoni et al., 2000). Sin embargo, aun queda mas por descubrir sobre

estructuras que interactian en la formacion de la memoria gustativa aversiva.
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1.4.Habénula lateral

La habénula (Hb), deriva de la palabra latin “habena”, que significa “pequena rienda”, es una
estructura pequefia y alargada (Yanez & Anadon, 1994), ubicada en el epitalamo, junto con la
glandula pineal y la estria medular. Esta rodeada por el talamo y se ubica muy cerca de la linea

media, rodeando el tercer ventriculo.

La Hb es una estructura filogenéticamente conservada que esta presente en todos los animales
vertebrados (Bianco & Wilson, 2009). Presenta dos subregiones principales en mamiferos:
habénula medial (MHb) y habénula lateral (LHb), siendo un lado mas grande que el otro
respectivamente (Andres et al., 1999). En los vertebrados inferiores, la habénula a menudo se
divide en habénula dorsal y habénula ventral, homélogas respectivamente a la habénula medial
y lateral de los mamiferos (Bianco & Wilson, 2009). Se ha catalogado a la LHb en mas
subnucleos, a menudo se considera que comprende divisiones medial y lateral de si misma
(Andres et al.,1999; Hikosaka, 2010).

Una caracteristica importante y del por qué existen mas estudios de la LHb es que en relacion
con la MHb, las neuronas de la LHb contienen arborizaciones dendriticas mas elaboradas con
espinas postsinapticas (Weiss & Veh 2011; Maroteaux & Mameli, 2012), lo que indica que sus
neuronas integran informacion mas diversa que las neuronas de la MHb (Mizumori & Baker,
2017).

Se ha propuesto que la funcion principal de la LHb es suprimir la actividad motora en condiciones
muy adversas. Esta hipotesis consta de dos proposiciones: primero, el papel de la habénula es
suprimir la actividad motora; y segundo, la habénula se activa en condiciones adversas. La
evidencia de la primera proposicion proviene del hallazgo de que la LHb ejerce una poderosa
inhibicion sobre las neuronas de dopamina. Como se cree que las neuronas de dopamina son un
modulador clave del movimiento y la motivacion del cuerpo, su inhibicién inducida por LHb podria
contribuir a la supresién de los movimientos del cuerpo y a la reduccion de la motivacion
(Hikosaka, 2010). La segunda proposicion, quiza necesita ser discutida con mas detalle porque
de esta proposicion surgen funciones aparentemente diversas de la habénula. Las neuronas LHb
son excitadas por estimulos aversivos, incluidos estimulos que inicialmente eran neutrales pero

que han sido condicionados para predecir eventos aversivos (Hikosaka, 2010).
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La LHb puede haber evolucionado conjuntamente para permitir que las percepciones sensoriales
y dependientes de la memoria mas complejas informen o afinen la capacidad de responder de
forma adaptativa a los cambios de contexto (Mizumori & Baker, 2017). Sin embargo, la habénula
parece haber conservado su mecanismo central, es decir, suprimir los movimientos corporales.
Esto es probablemente lo que les ha sucedido a muchas otras areas del cerebro: permanece un
mecanismo central, pero las funciones que realiza en cierta area del cerebro varian segun las
conexiones que se le hayan agregado a lo largo del tiempo (Hikosaka, 2010). Por lo tanto, la Hb
se considera esencial para permitir que los animales cambien sus respuestas segun sea

necesario cuando cambian los entornos y los estados motivacionales (Mizumori & Baker, 2017).

Las neuronas de la LHb extienden proyecciones particularmente fuertes a las neuronas
GABAérgicas del mesencéfalo que a su vez, inhiben tanto a las neuronas dopaminérgicas, que
codifican recompensa, como a las neuronas serotoninérgicas (Hong et al., 2011; Jhou et al.,
2009a; Ji & Shepard, 2007; Kaufling et al., 2009; Lecca et al., 2011; Li et al., 2016; Varga et al.,
2003), lo que implica que las sefiales de castigo de la LHb podrian suprimir el procesamiento de

recompensas al dirigirse a los dos centros moduladores principales (Wang et al, 2017).

1.4.1. Conexiones de la habénula lateral

La Hb recibe informacion de los ganglios basales y el sistema limbico a través de la estria medular
y envia la salida a las muchas areas del mesencéfalo y a estructuras del prosencéfalo
involucradas en la liberacién de neurotransmisores como la dopamina y la serotonina (Herkenham
& Nauta, 1979).

La LHb presenta conexiones de los ganglios limbicos y basales que pasan a través de la estria
medular (figura 5) (Diaz et al., 2011), asi como también una entrada de varias estructuras que
transmiten informacion del estado interno (Baker et al., 2015; Baker et al., 2016; Baker et al.,
2017). Por ejemplo, ademas de la entrada del septum y la banda diagonal de Broca (DBB), en el
roedor, la LHb también recibe informacion del nucleo entopeduncular (EPN), o del globo palido
en primates, una estructura que proporciona informacion emocional y motivacional (Chavez-
Martinez et al., 1987; Lutjens et al., 2011; Margules, 1971), también recibe informacion del
hipotalamo lateral (LH) y el area predptica lateral (LPO), involucrados en la atencion y la
excitacion emocional, el aprendizaje de asociaciones entre las sefales y la conducta de

alimentacion (Sohn et al., 2013; Cole et al., 2015), también recibe entradas de la corteza prefrontal
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medial (MPFC), nucleo supraquiasmatico (SCN), palido ventral (VP), nucleo del rafe medio
(MnR), el area tegmental ventral (VTA), nucleo supraquiasmatico (SCN) y de la sustancia gris
periacueductual (PAG) (figura 4) (Bianco & Wilson, 2009; Herkenham & Nauta, 1979; Lecourtier
& Kelly, 2007; Mathis et al., 2017; Mizumori & Baker, 2017; Zahm & Root 2017; Zhang et al.,
2009).

Corteza
insular/mPFC

Banda diagonal -
de broca

EEN Hipotaldmo
ateral

Figura 4. Conexiones aferentes y eferentes de la LHb. Las estructuras en azul comprenden las principales entradas
de informacién sensorial, el estado interno y motivacion a la LHb. Se pueden apreciar las salidas hacia otros nucleos
neuronales, que en algunos comprende una bidireccionalidad de informacion. EI MnR y el IPN proporcionan
retroalimentacion directa al hipocampo (HPC); corteza prefrontal (PFC), nucleo entopeduncular (EPN), nucleo
supraquiasmatico (SCN), banda diagonal de Broca (DBB), palido ventral (VP), area predptica lateral (LPO), hipotalamo
lateral (LH), area tegmental ventral (VTA), tegmento rostromedial (RMTg), rafe medio (MnR), rafe dorsal (RD), nucleo
interpeduncular (IPN) y gris periacueductal, (PAG, también conocido como gris central) (modificado de Mizumori &
Baker, 2017).

Las salidas de LHb pasan a través del fasciculo retroflexo (también conocido como tracto
habénula-interpeduncular) (figura 5), de las cuales algunas se proyectan a las areas del
mesencéfalo que estan involucradas en la liberacion de dopamina (la sustancia negra pars
compacta (SNc) y el area tegmental ventral) y serotonina (el nucleo del rafe medio (MnR) y el
nucleo del rafe dorsal (DRN)) (Herkenham & Nauta, 1979; Ling & Li, 1995; Wang et al.,1980). Asi
como a otras estructuras de importancia funcional como son el LH, tegmento rostromedial
(RMTg), nucleo interpeduncular (IPN) y PAG (FIGURA 2) (Bianco & Wilson, 2009; Groenewegen
et al., 1986; Jhou et al., 2009b; Lecourtier & Kelly, 2007; Zahm & Root 2017). Esta compleja
conectividad permite a la LHb integrar estados motivacionales y emocionales cruciales para la

supervivencia (Hikosaka, 2010).
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La conexidén que presenta con la corteza prefrontal medial (mPFC) proporciona instrucciones para
respuestas especificas de contexto a la LHb, que evalla hasta qué punto esta informacion de

respuesta coincide con la motivacion o el estado interno del individuo (Mizumori & Baker, 2017).
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Figura 5. Conexiones ascendentes y descendentes de la habénula. La LHb recibe entradas principalmente de los
ganglios basales y envia salidas a las estructuras cerebrales que contienen neuronas dopaminérgicas y neuronas
serotoninérgicas, en parte a través del nucleo tegmental rostromedial (RMTg). Las neuronas MHb se proyectan al
nucleo interpeduncular (IPN), que se proyecta al MRN y DRN ademas de otras areas (Modificado de Hikosaka, 2010).

Se ha demostrado que la gran mayoria de neuronas en la LHb son glutamatérgicas (Aizawa et
al., 2012), sin embargo, la excitacion de las neuronas de la LHb produce la inhibicién de las
neuronas dopaminérgicas en el area tegmental ventral y la sustancia negra pars compacta
(Christoph et al., 1986; Goncalves et al., 2012). Esta inhibicion esta mediada por una via
disinaptica en la que las aferencias excitadoras que se originan en la LHb hacen sinapsis con las
neuronas GABAérgicas en el area tegmental rostromedial (RMTg), que se dirigen e inhiben las
neuronas dopaminérgicas del VTA (Jhou et al., 2009a). Este circuito es conocido como: circuito
LHb-RMTg-VTA, en el cual la excitacion de la LHb da como resultado la inhibicion de las neuronas
dopaminérgicas del VTA (Christoph et al. 1986; Jhou et al. 2009a; Ji & Shepard, 2007).

Algo importante que se pude tomar en consideracion es la relacion que puede tener la LHb con

la corteza insular (Cl) y la corteza cingulada (CC), ya que se ha demostrado que las proyecciones

de la insula anterior terminan principalmente en las regiones de interseccion de los dos tercios
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lateral y ventral de la LHb, mientras que las proyecciones de la corteza cingulada terminan
principalmente en los dos tercios laterales de la LHb. Estas proyecciones pueden proporcionar a
la LHb informacién cognitiva y afectiva para que la LHb pueda regular la activacién de las
neuronas de dopamina y serotonina del mesencéfalo relevantes para la condicién conductual
(Kim & Lee, 2012).

Teniendo en cuenta que la parte anterior de la insula participar en la nocicepcién y la
discriminacién del gusto, mientras que la insula posterior participa mas en la regulacion auténoma
de la presion arterial y la frecuencia cardiaca. Retomando el hallazgo anterior de Kim y Lee en
2012, la ubicacién de las proyecciones de la Cl corresponde al area que contiene neuronas que
responden a saborizantes heddnicamente positivos y aversivos (Accolla et al., 2007; Carleton et
al.,, 2010). Por tanto, es concebible que la proyeccion insulo-habenular pueda entregar
informacioén gustativa y antinociceptiva a la LHb de modo que pueda regular en consecuencia las
neuronas de dopamina y serotonina del mesencéfalo para producir respuestas conductuales

apropiadas.

1.4.2. Tipos de conducta en los que esta involucrada la habénula lateral

La habénula ha cobrado relevancia ya que desempena un papel importante en la regulacion de
los sistemas de dopamina y serotonina. Se sabe que estos neuromoduladores son esenciales
para las actividades mentales y motoras normales, como lo ejemplifican los trastornos asociados
con niveles reducidos de dopamina (por ejemplo, enfermedad de Parkinson) (Selby, 1968) y
serotonina (por ejemplo, depresién mayor) (Morris et al., 1999), y la habénula es una de las pocas

regiones que influyen en los sistemas de dopamina y serotonina (Hikosaka, 2010).

Como se menciond anteriormente, se cree que las sefales excitadoras de la LHb se transmiten
a la RMTg, que a su vez inhibe la actividad de neuronas en el VTA para promover la evitacién
conductual (Hong et al., 2011). Por lo tanto, las lesiones de la habénula aumentan la liberacion
de dopamina en la corteza cerebral y el cuerpo estriado (Nishikawa et al., 1986). Esto sugiere
que la hiperactividad motora inducida por las lesiones de la habénula en ratas puede deberse a

la eliminacion de la inhibicién de las neuronas dopaminérgicas (Morris et al., 1999).

Las neuronas dopaminérgicas responden a eventos sensoriales que predicen cambios en el
estado motivacional del animal (que a su vez inducen al animal a actuar y por lo tanto a moverse)

(Schultz, 1998). Por lo general, las neuronas de dopamina se excitan con recompensas mayores
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de lo esperado (y sus predictores) y se inhiben con recompensas menores de lo esperado (y sus
predictores) (Schultz, 1998). Se ha propuesto que estos cambios en la actividad de las neuronas
de la dopamina impulsan el aprendizaje de reforzamiento (Hikosaka, 2007). En este esquema, la
excitacion de las neuronas dopaminérgicas en respuesta a recibir una recompensa mayor a la
esperada facilita la accion que conduce a la recompensa mayor, mientras que la inhibicién de las
neuronas dopaminérgicas en respuesta a recibir una recompensa menor a la esperada suprime

la accién, que conduce a la recompensa menor (Hikosaka, 2010).

Se ha propuesto que la supresion motora proveniente de la habénula puede ser adquirida por
diferentes estructuras; la glandula pineal, que codifica los cambios de luz y oscuridad, regula los
ritmos circadianos. La habénula, que tiene conexiones reciprocas con la glandula pineal, controla
el nivel de actividad motora de acuerdo con los estados de suefio-vigilia a través de sus
conexiones polisinapticas con los circuitos neurales del tronco del encéfalo. Los ganglios basales,
que codifican un fracaso o castigo resultante de una accién motriz. Con base en esto, la habénula
inhibe las neuronas de dopamina en el VTA y la SNc. El sistema limbico, que transmite
informacién sobre eventos aversivos, dolorosos o estresantes tiene conexiones con la habénula
que inhibe tanto las neuronas de serotonina como de dopamina y esto da como resultado una

supresion general del movimiento corporal (Figura 6) (Hikosaka, 2010).

P

Cambio de luz y oscuridad ——| Glandula Pineal |——> Tronco Encefalico | Supresion motora
. ; Ganglios: | L,y panula [ vimysncisstema |, Supresién motora
racaso-Castigo Hasatis u | dopaminérgico) P
Dolor-Estrés f Ncleo del Rafe (sistema .
i imbi — Supresion motora
(Eventos aversivos) Sistema Limbico | serotoninérgico) B
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Figura 6. Mecanismos propuestos para la inhibicion motriz provenientes de la habénula. la habénula esta
equipada con mecanismos mediante los cuales se pueden suprimir los movimientos corporales. La forma en que se
utilizan los mecanismos de supresion motora depende de la informacion que se alimenta a la habénula (Modificado de
Hikosaka, 2010).

Un estudio de resonancia magnética funcional (fMRI) en el que sujetos humanos realizaron una
tarea de prediccion de movimiento (Ullsperger & Von Cramon, 2003) mostré que la habénula
(ademas de la corteza cingulada anterior y la insula) se activaba cuando un sujeto recibia

retroalimentacién que indicaba que su respuesta en la tarea era incorrecta. Este hallazgo fue
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corroborado a nivel unicelular por un experimento con monos macacos que habian sido
entrenados para realizar una tarea de sacada visual con resultados de recompensa sesgados
posicionalmente (Matsumoto & Hikosaka, 2007) (figura 7). Se demostré que las neuronas de la
LHb se excitaron con la aparicion de un estimulo que indicaba que el mono recibiria una pequefia
recompensa y fueron inhibidas por un estimulo que indicaba que se recibiria una gran
recompensa (Matsumoto & Hikosaka, 2007). Sin embargo, este patrén de respuesta fue opuesto

al observado en las neuronas de dopamina (Schultz, 1998; Matsumoto & Hikosaka, 2007).
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Figura 7. Respuesta de la LHb en la modulacion de los movimientos sacadicos del ojo. Los movimientos
sacadicos a la posicidon premiada (mostrada por los circulos rojos) se volvieron mas rapidos (latencias mas cortas)
mientras que los movimientos sacadicos a la posicion no recompensada (mostrada por los cuadrados azules) se
volvieron mas lentos (latencias mas largas). El objetivo sacadico indicador de recompensa indujo una inhibicién en las
neuronas de la LHb (arriba) y una excitacién en las neuronas de dopamina en la SNc (abajo; mostrada por los trazos
rojos); el objetivo que no indicaba recompensa indujo una excitacién en las neuronas LHb y una inhibicion en las
neuronas dopaminérgicas (mostrada por los trazos azules) (Modificado de Matsumoto & Hikosaka, 2007).

La LHb se ha visto implicada de manera importante en el aprendizaje impulsado por resultados
adversos. Un hallazgo muy importante sefiala que, las neuronas de la LHb de primates se excitan
con estimulos que predicen eventos negativos (la ausencia de recompensa) y con estimulos que
predicen una aversion (bocanada de aire aversiva), mientras se ven inhibidas con estimulos que
predicen una recompensa y con estimulos que predicen una no-aversion (Matsumoto & Hikosaka,
2009). Este estudio consistid en una tarea pavloviana en dos contextos distintos: un bloque

“apetitivo” en el que se uso jugo como El, y un bloque “aversivo” en el que se utilizé una bocanada
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de aire como El. Tres ECs (simbolos, que aparecieron en la pantalla de una computadora)
indicaron la probabilidad (100%, 50% o 0%) de recibir los proximos Els. Demostraron que las
neuronas LHb se excitaron con el EC de "peor resultado" en cada bloque. Por el contrario, las

neuronas de la LHb fueron inhibidas con el EC de “mejor resultado” en cada bloque (Figura 8).

En general, la respuesta de las neuronas de la LHb se correlaciona negativamente con el valor
del resultado (El) segun lo predicho por el EC, aunque la respuesta se ajusta en relacion con el
valor medio del resultado en cada bloque (Matsumoto & Hikosaka, 2009). Estos resultados
indican que la LHb responde al valor negativo de un estimulo. Al sefalar este valor, a través del
RMTg (Jhou et al., 2009a), a las neuronas de dopamina en la sustancia negra y VTA, la habénula
puede contribuir a la supresion de los movimientos corporales que conducen a un resultado

aversivo (Hikosaka, 2010).
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Figura 8. La habénula lateral codifica valores motivacionales. La LHb se activa con sefiales de valor motivacional
negativo, como la ausencia de una recompensa o la presencia de un castigo (Modificada de Matsumoto & Hikosaka,
2009).

Con la evidencia que se menciona en esta seccién se sugiere que la LHb puede desempefar un
papel mas amplio en el control del comportamiento, porque parece ser importante en situaciones
distintas de las necesarias para sefalar eventos aversivos o errores de prediccion. Por lo tanto,
una hipotesis que se podria tomar en cuenta es que la LHb juega un papel crucial en la capacidad
de una habilidad para cambiar de la estrategia aprendida en curso cuando cambian las

contingencias de la tarea o el contexto (Baker et al., 2015; Thornton & Evans, 1984).
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1.4.3. La habénula lateral y el aprendizaje al sabor

Se tienen muy pocos estudios en relacién de la LHb y el aprendizaje aversivo, sin embargo,

algunos de los que se encuentran en la literatura, hablan de los siguiente:

En un estudio que tuvo como objetivo probar como las alteraciones en el funcionamiento normal
de la LHb afectan los procesos naturales de recompensa. Se encontré que ratas que recibieron
estimulaciéon cerebral profunda (DBS) en la LHb, redujo significativamente los niveles de
autoadministracién de sacarosa. Por el contrario, la lesion en la LHb aumenté el comportamiento
de busqueda de sacarosa, como lo demostrd una respuesta de extincion retardada a la sustitucion
de sacarosa por agua (Friedman et al., 2011). La participacion de la LHb en el procesamiento sin
recompensa también se ha observado en estudios de lesiones que muestran una extinciéon

retardada después de la autoadministracion de cocaina (Friedman et al., 2010)

También se ha demostrado que el consumo de alcohol podria estar mediado por la manipulacion
de la LHb. Las ratas con lesiones electroliticas en la LHb que recibieron acceso intermitente a
alcohol al 20% aumentaron la ingesta voluntaria de etanol mas rapidamente que los animales
sham, asi como también la autoadministracién operante y bloquean la reinstalacion de la
busqueda de etanol inducida por yohimbina. Ademas, las lesiones electroliticas de LHb
disminuyeron un CAS inducido por etanol a supersacarina (0,125 % de sacarina + 3 % de glucosa)
(Figura 9) (Haack et al., 2014). Teniendo en cuenta que existe una relacion inversa entre la
aversion al gusto condicionada inducida por el alcohol y el consumo voluntario de alcohol (Green
& Grahame, 2008), estos resultados sugirieron que las lesiones de LHb interferian con las

propiedades aversivas del alcohol.
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Figura 9. CAS inducido por etanol a supersacarina. Se muestran 4 grupos experimentales. Los grupos sham
(cuadros rellenos y vacios en color verde) con inyeccion ip. de sol. salina y etanol. Los grupos con lesiones en la LHb
(circulos rellenos y vacios en color rojo) con inyeccion ip. de sol. salina y etanol. La administracién de etanol condicioné
una aversion a la supersacarina en los grupos Sham y lesionado, como se demostré por la reduccién de la ingesta de
supersacarina después de la inyecciéon de etanol. EI CAS inducido por etanol se atenud en las ratas lesionadas en
relacion con los animales sham ya que el consumo de supersacarina fue significativamente mayor en las ratas
lesionadas después de la inyeccion de etanol (Modificado de Haack et al., 2014).

En otro estudio similar que tuvo como objetivo analizar los efectos de las lesiones de LHb sobre
la extincion del apetito y el consumo de alcohol, se mostré que las lesiones neuroquimicas en la
LHb por acido quinolinico vs infusiones de vehiculo (PBS) presentaban un retraso en la extincion
consumatoria en una tarea con sacarosa como recompensa, como lo indica un mayor consumo
de liquido en la tarea consumatoria y también, las lesiones de LHb retrasaron la extincion
instrumental en una tarea con pellets de comida como recompensa (menores latencias de
respuesta en la tarea instrumental). Por el contrario, la lesién no afecté la ingesta y la preferencia
de alcohol, independientemente de la concentracion y duracién de la prueba de preferencia
(Donaire et al., 2019).

De igual manera se ha observado que por medio de registros electrofisiolégicos de las neuronas
LHb en ratas, antes y después del CAS inducida por etanol a la sacarina, se demostré que la
induccién del CAS da como resultado tasas de activacion basal elevadas en las neuronas de la
LHb (Figura 10). Ademas, se encontr6 que la lesién electrolitica de la LHb atenué muchos indices

de comportamiento que reflejan el CAS inducido por etanol en una tarea operante. Juntos, estos
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resultados muestran que el aumento de la activacion en las neuronas de LHb son importantes
para la expresion del CAS inducida por etanol, lo que sugiere que los cambios en la actividad de
la LHb pueden modular la ingesta voluntaria de etanol y aumentar con el tiempo (Tandon et al.,
2017).
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Figura 10. Tasas de activacion basales en las neuronas
de la LHb. Registro electrofisiolégico que muestra una
10 activacion de neuronas de la LHb después de un CAS
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2. Justificacion

Debido que algunos estudios indican que la LHb procesa sefales de valor motivacional negativo
(ausencia de una recompensa o la presencia de un castigo), a través de la inhibicion de las
neuronas dopaminérgicas y serotoninérgicas; y a la demostracion de la participacién de la
habénula lateral en el condicionamiento de aversion al sabor a sacarina inducida por etanol, es
importante evaluar la funcién de esta estructura en modelos de aprendizajes como el CAS, asi
como su inhibicidon latente, cuando el estimulo asociado tiene una connotacion motivacional

diferente.

Ademas, como la habénula lateral estd ampliamente conectada con estructuras importantes
durante la formacién de la memoria del sabor, es importante evaluar las implicaciones de esta
estructura durante la formacién de la memoria de aversion al sabor, ya que se desconoce la
intervencion de esta estructura en este aprendizaje asociativo y su impacto sobre posteriores

aprendizajes como es la extincion de la memoria del CAS.

De tal forma que es importante estudiar la participacion de la habénula durante la formacién de
la memoria de aversion de un estimulo altamente apetitivo como el azucar, asi como su
participacioén tras la alta familiarizacion a este sabor, es decir, su participacion en la inhibicién

latente al CAS, inducida por la preexposicién prolongada al azucar.

3. Hipotesis

H1: La lesion excitotoxica bilateral con NMDA de la habénula lateral antes de la adquisicion del

CAS interrumpe el condicionamiento aversivo.

H2: La lesion excitotoxica bilateral con NMDA en la habénula lateral altera la inhibicion latente del
CAS.
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4. Objetivos

4.1.0Objetivo general

Evaluar la participacién de la habénula lateral en la formacion de la memoria aversiva al sabor,

asi como en la alta familiarizacion al sabor dulce.

4.2.Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la lesion excitotoxica bilateral con NMDA en la habénula lateral
durante la adquisicion del CAS (azucar).

2. Evaluar el efecto de la lesion excitotoxica bilateral con NMDA en la habénula lateral
inducida antes de la adquisicion del CAS en sujetos expuestos a azucar durante 21 dias
(inhibicion latente del CAS).
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5. Materiales y métodos

5.1.Sujetos experimentales

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso inicial de 250-310 gr (colonia reproductora del
bioterio del Instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM)
campus Juriquilla, Querétaro). Los sujetos se mantuvieron en aclimatacion durante 7 dias en
cajas individuales (45 x 25 x 20 cm) con agua y alimento ad libitum hasta que comenzaron los
procedimientos, bajo un ciclo invertido de luz-oscuridad de 12 horas, 8:00 h a 20:00 h (oscuridad)
y de 20:00 h a 8:00 (luz) y a una temperatura de 23 £ 2 °C. Todos los experimentos conductuales
se realizaron durante la fase de actividad de los roedores (fase oscura del ciclo), entre las 10:00
amy las 2 pm. El protocolo experimental siguid las normas establecidas por el Comité Institucional
de Cuidado Animal (Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la UNAM) de acuerdo
con la normatividad Mexicana para el Cuidado Animal (Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-
1999: Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio)

y las normas pertinentes establecidas por la Secretaria de Salud de México.

5.2.Tareas de aprendizaje

a) Condicionamiento de aversion al sabor

Después de la recuperacion de la cirugia, se privO de agua a las ratas durante 18
horas; posteriormente, para establecer el consumo de liquidos basales, se habituaron durante 3
dias para tener acceso al agua durante 20 min/dia (alrededor de las 12:00 y 14:00 h) teniendo
acceso a una probeta graduada con agua. A lo largo de todo el protocolo de CAS, las ratas
también tuvieron 20 minutos adicionales de acceso libre al agua (18:00 h) para garantizar las
necesidades diarias de liquido y evitar deshidratacion. En el dia 4, se realiz6 la adquisicion del
CAS; las ratas tuvieron acceso a una solucién de azucar al 10%, como un nuevo sabor (cafia de
azucar comercial, Zulka®, compuesta de sacarosa al 99.9%) durante 20 min; 30 minutos
después, se inyecté por via intraperitoneal (i.p.) con LiCl 0.3 M (10 ml/kg, un agente que induce
malestar gastrico). Al dia siguiente, durante la prueba de evocacién de la memoria de aversion
(prueba de memoria a largo plazo), todas las ratas se expusieron nuevamente a la solucién de
azucar durante 20 minutos, sin inyeccion posterior de LiCl. Se siguié el mismo procedimiento

durante los préximos 3 dias para la evaluacion de la extincion de la memoria aversiva del azucar
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(Figura 11). La reduccién del consumo de azucar durante la prueba de evocacion se compard

con el consumo durante la adquisicion.

Dias

| LB1 LB2 LB3 ADQ EVO EXT1 EXT2 EXT3
Recuperacién CAS CAS
¥ t

Privacién de liquidos (18 h)

.
Cirugia

Figura 11. Disefio experimental del Objetivo 1. Después de la recuperacion de la cirugia (1 semana), se inicio la
privaciéon de liquidos, continuando con las 3 lineas base (LB) y posteriormente la adquisicion (ADQ) del CAS,

continuando con la prueba de evocacién (EVO) del CAS vy tres extinciones (EXT) de la memoria aversiva. La flecha
naranja indica el tiempo en el que se inyecto el NMDA o la solucién salina (30 min antes del CAS).

b) Familiarizacion al aztcar

i) Preexposicion

Después de la aclimatacion, las ratas se sometieron a 14 dias de acceso permanente y libre a
una solucién de azucar al 10% (cafa de azucar comercial, Zulka®, compuesta de sacarosa al
99,9%). Diariamente, se midi6 el peso corporal de las ratas y el consumo de alimento sélido y
liquido. El liquido se administré en una botella de vidrio, rellenandose cada 2 dias (600 ml) (1 ml
de liquido equivalente a 1 gr). Al inicio de las mediciones se ajustod la misma cantidad de pellets
para todas las ratas (500 gr, Lab Diet ® 5001 Rodent Diet). Posteriormente se prosiguié con la
cirugia estereotaxica para la mayoria de las ratas (dia 14) y durante la semana de recuperacion
también estuvieron con acceso ad libitum lo que resultdé en 21 dias de exposicion al azucar antes

de comenzar con la prueba del CAS.
ii) Inhibicion latente del CAS (IL-CAS)

En el dia 21, los animales se privaron de agua durante 18 horas. En los siguientes 3 dias se
establecio el consumo basal como se mencioné previamente, pero esta vez con la presencia de
la solucién de azucar al 10%. En el dia 25, la adquisicion de CAS se llevé a cabo como se
describié anteriormente (punto 2.1). Treinta minutos después del periodo de bebida, todas las
ratas se inyectaron i.p. con LiCl (0.3 M) para inducir malestar gastrico. Al dia siguiente, se realiz6
la prueba de evocacion de la memoria presentando una probeta con la solucion edulcorante (sin
inyecciones i.p. de LiCl posteriores a la ingesta de azucar) (Figura 12). La cantidad ingerida del

edulcorante durante este dia revel6 el grado de inhibicion latente en los sujetos. Durante los
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siguientes 3 dias se evaluo la extincion de la memoria presentando nuevamente la solucion

edulcorante.

Dias
1 14 21 22 23 24 25 26 27 28 29
| LB1 LB2 LB3 ADQ EVO EXT1 EXT2 EXT3
Exposicion a azlcar Exposicion a azucar v CAS CAS
Privacion de 1
¥ liquidos (18 h)

Cirugia

Figura 12. Disefio experimental del Objetivo 2. Después de la exposicion a azlcar durante los 14 dias se procedidé
a la cirugia estereotaxica de la mayoria de los animales. Posteriormente se procedid a la recuperacion de la cirugia (1
semana) con azucar, se comenzdé con la privacion de liquidos. Se continuo con las 3 lineas base de azucar (LB) para
empezar con la IL-CAS (ADQ, EVO) y terminar con tres extinciones (EXT) de la memoria aversiva. La flecha naranja
indica el tiempo en el que se inyecto el NMDA o la solucioén salina (30 min antes de la IL-CAS).

5.3.Cirugia

Para la implantacion de canulas dirigidas a la LHb, las ratas se anestesiaron con una solucién de
ketamina (70 mg/kg) y xilacina (6 mg/kg), por inyeccién i.p. y a través de un estereotaxico se
implantaron de forma bilateral, canulas de acero inoxidable de 12 mm y calibre 23. Se usaron las
siguientes coordenadas A.P.: -3.7 mm, M.L.: £ 1 mm, V.D.: -3 mm desde bregma (Paxinos &
Watson, 2014). Las canulas se fijaron al craneo mediante acrilico dental y dos tornillos de acero
inoxidable, se insertaron estiletes en las mismas para evitar la obstruccion (12 mm de
longitud); posterior a la cirugia, todas las ratas recibieron una dosis oral de tramadol (analgésico)
de 5mg/Kg via sublingual. Después, durante el periodo de recuperacion de 7 dias, se revisaron
cuidadosamente las canulas implantadas para detectar problemas de salud y obstrucciones de
las mismas en este periodo. Una vez transcurrida la semana de recuperacion de cirugia, los

animales se sometieron a los protocolos del CAS, y familiarizacion al azucar (IL-CAS)
5.4.Microinyecciones

Todas las ratas se manipularon individualmente durante aproximadamente 5 min cada 24 horas,
4 dias antes de las microinyecciones. Durante la adquisicion del CAS, se realizaron inyecciones
bilaterales en la LHb, por medio de inyectores fabricados con agujas de inyeccion de calibre 30
(agujas dentales) las cuales fueron conectadas a microjeringas Hamilton de 10 pl mediante tubos
delgados de polietileno. Se utiliz6 una bomba de jeringa automatica (KdScientific), en donde
fueron conectados ambos inyectores y se inyectd bilateralmente una solucion de 10 ug/ul de
NMDA (SIGMA, México; 1l disuelto en 999l de solucion salina estéril al 0.9%) Inyectando

bilateralmente 0.5ul durante 2 minutos (la dosis de NMDA utilizada se baso en trabajos previos;
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Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991; Ramirez-Amaya et al., 1996; Bermudez-Rattoni et al.,
1997), a las ratas control se les inyecté solucion salina isotdnica al 0.9% (0.5ul/ 2min). Los
inyectores sobresalieron 2 mm mas alla de la punta de la canula (14 mm). Las agujas de inyeccion
se mantuvieron en su lugar durante 60s adicionales para permitir la difusion en el tejido y

minimizar el arrastre a lo largo de las pistas de inyeccion.
5.5.Histologia

Un dia después de completar la ultima prueba de extincion, las ratas fueron sacrificadas mediante
una inyeccion de sobredosis por via i.p. de pentobarbital sédico (1 ml/0.5 Kg) (Cheminova,
México), y posteriormente fueron perfundidas de manera intracardiaca con una solucién salina
isoténica al 0.9%, fueron decapitados y los cerebros se extrajeron manualmente para colocarse
en formaldehido al 10% durante 3 dias y posteriormente se transfirieron a una solucion de

sacarosa tamponada al 30% por un periodo de 3 dias hasta su procesamiento histolégico.

Se realizaron cortes coronales de 50 ym de espesor mediante un microtomo, a una temperatura
de -25+ 2°C a través del area de interés, luego fueron montados en portaobjetos gelatinizados
con previa identificacion, en un orden de 6 cortes en cada portaobjetos, se dejaron secar de 3 a
5 dias para una buena adhesion y posteriormente fueron sometidos a tincion con el método de

Violeta de Cresilo (Nissl).
5.5.1. Tincion Violeta de Cresilo

Se realizé todo el tren de tincidn bajo la campana de extraccion, primeramente los cortes se
incubaron durante 30 min en cloroformo absoluto, posteriormente las laminillas fueron sometidas
al tren de tincion en donde se pusieron en una solucion de alcohol al 25% por 2 min, prosiguiendo
a la incubacion con violeta de cresilo al 1% por 25 min, alcohol 50% durante 30 segundos, alcohol
al 70% por 1 minuto, solucién diferenciadora (500 ml de alcohol al 70% con 10 gotas de acido
acético glacial) durante 8 segundos aproximadamente, alcohol al 95% por 15 segundos, alcohol
absoluto por 1 minuto, mezcla xilol-alcohol 1:1 durante 1 minuto, Xilol absoluto por 2 min, y
finalmente los cortes fueron cubiertos con resina sintética y un cubreobjetos, se dejaron secar de
1 a 2 dias, una vez secos se inspeccionaron bajo luz estereoscopica para determinar si el lugar

de las canulas implantadas era el correcto.
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5.5.2.Analisis histolégico

Se realizé una busqueda en cada corte cerebral de evidencias de la trayectoria de las guias
canulas y de los inyectores, asi como de los sitios de difusion, en los cuales se tenia identificado

el lado izquierdo y el lado derecho (el cual fue marcado por igual) en todos los cortes.

El analisis histologico de los cortes de los sujetos experimentales en cada grupo se realizo
comparando cada corte con el atlas de Paxinos (Paxinos, 2014), para identificar la presencia de
los trayectos de las guias canulas, asi como de los inyectores hasta la zona de interés (LHb),
teniendo conocimiento del lado derecho e izquierdo en cada corte (Figura 13). Los animales cuyas
canulas no se encontraron en el sitio correcto, se excluyeron del analisis estadistico. Los criterios
de exclusion también consideraron aquellos animales en los cuales no se observara el avance
del NMDA por ambos tubos (derecha e izquierda) de los microinyectores en el dia de la

adquisicion del CAS.

Interaural 5.20 mm

Figura 13. Imagen representativa de un corte coronal de cerebro de rata. En el lado izquierdo se observa la
representacion de la localizaciéon de las canulas hacia la LHb, debajo de este sitio y encerrado en un circulo amarillo
se indica el area de interés, las barras negras representan el trayecto correcto que debié seguir la canula Del lado
derecho se muestra un corte donde se puede apreciar un ejemplo de la localizacién de la canula.
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5.6. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizo el software StatView 5.01 (California, USA). Los resultados
estan representados mediante graficos en lineas y barras por el programa GraphPad Prism 8.0.1
(San Diego, California, USA). Una vez realizada la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para
valorar la distribucién de los datos tanto del grupo CAS como del grupo IL-CAS, se procedié a
utilizar una prueba paramétrica de ANOVA de una via o ANOVA de medidas repetidas de dos
vias, seguida de una prueba post hoc (Fisher), de ser necesaria, y para los analisis que se
requerian una prueba de t pareada o no pareada. El valor p<0.05 se empled como criterio para
establecer la significancia de las diferencias. Todos los resultados fueron expresados como

medias + errores estandar de la media (SEM).
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6. Resultados

6.1.Efecto de la lesion excitotéoxica en la LHb durante la memoria aversiva al

sabor

La prueba de Normalidad Shapiro-Wilk del grupo CAS demostrd que hubo un valor de p=0.1725
para el grupo control (SALINA) y una p=0.2851 para el grupo lesionado (NMDA), indicando asi
una distribucion normal de ambos grupos, por lo cual la estadistica elegida fue del tipo

parameétrico.

Una prueba de ANOVA de medidas repetidas de los consumos de azucar durante el CAS, con la
variable grupo como factor a comparar (Salina, NMDA) demostr6 que hubo diferencias
significativas de los consumos entre grupos Salina y NMDA (F1, 17 = 5.963, p= 0.0258) y entre las
diferentes etapas del CAS (F4,6s= 78.060, p <0.0001), por el contrario, no hubo diferencia alguna
en la interaccion entre factores (F4, 6s= 0.980, p= 0.9642). Los datos en ml de consumo para el

grupo de CAS se muestran en la Figura 14.

Posteriormente, se realizé una prueba post hoc de Fisher, la cual arrojé un aumento significativo
durante el consumo en la etapa de evocacion del CAS (EVO) (F1,17=5.376, p= 0.0331), asi como
también en los dos ultimos procesos de la fase de extincion de la memoria aversiva; Ext 2 (F1, 17
=4.674, p= 0.045) y Ext 3 (F1,17=7.056, p= 0.0166).
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Consumo de azucar durante el CAS
y la extincién de la memoria aversiva

30

*

25+

20+

O SALINA n=11
4 NMDA n=8

15+

10+

ml consumo azucar

T T T T T
T ADQ EVO EXT1 EXT2 EXT3

Figura 14. Consumo de azucar (ml/kg) por 20 min de las diferentes fases del CAS y durante la extincion de la
memoria aversiva. Se muestran los consumos de ratas control (SALINA) n=11 y ratas lesionadas (NMDA) n=8 (media
+ SEM). La flecha negra indica la microinyeccion de solucion salina fisiologica al 0.9% o del NMDA (10 pg/ul) antes de
la adquisicion (ADQ) del CAS (30 min antes). Se pueden observar diferencias significativas en la fase de evocacion
(EVO) y en las ultimas etapas de la extincion (EXT) de la memoria aversiva, *p<0.05.

6.2. Consumo de azucar durante los 21 dias previos al CAS

La prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk del grupo IL-CAS demostr6 que hubo un valor de
p=0.2832 para el grupo control (SALINA) y una p=0.6122 para el grupo lesionado (NMDA),
indicando asi una distribucion normal de ambos grupos, por lo cual la estadistica elegida fue del

tipo paramétrico.

Con el propésito de poder afirmar que los procedimientos realizados en este proyecto fueron de
inhibicion latente, primeramente, se procedié a comprobar un cambio en el consumo de azucar
debido a la exposicion a ésta durante 21 dias, de cada grupo. Se registré el consumo del liquido
de cada dia y a la misma hora (12:30 pm). Cabe senalar que el consumo registrado de cada
grupo fue antes de proceder con la manipulacion farmacolégica de NMDA o solucion salina. Por
medio de un ANOVA de medidas repetidas se demostrd que no existid diferencia en el consumo
de azucar entre los grupos SALINA y NMDA (Fi, 22 = 0.028, p= 0.8680), sin embargo, se
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encontraron diferencias a lo largo de los dias de la exposicion al azucar (Fzo, 440 = 11.615,
p=<0.0001), por el contrario, no se encontraron diferencias significativas en la interaccion entre
los factores (F2o,440=1.271, p= 0.1934).

En la Figura 15 se observa el consumo de azucar (g) durante 21 dias que tuvieron los grupos
SALINA y NMDA. Por medio de una t pareada se observd que en el dia 14 hubo un aumento
significativo en la ingesta de azucar comparado con el dia 1 para el grupo SALINA (t13=-3.043,
p= 0.0094), asi como para el grupo NMDA (ty=-2.612, p=0.0282). Ademas, se analizé el
decremento que se observa entre los dias 14 y 15 y se encontré una disminucién significativa de
cada grupo (t13=4.710, p= 0.0004, SALINA; to= 6.069, p=0.0002, NMDA). Cabe sefialar que esta

disminucion del dia 15 fue por la cirugia estereotaxica que se les realizo a las ratas.

Consumo de azucar antes del CAS
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Figura 15. Registro de consumo de azucar durante 21 dias de exposicién ad libitum. Se muestran los consumos
en gramos de azucar ingeridos de ratas que aun no habian sido manipuladas farmacolégicamente por el vehiculo n=14
(SALINA) o por el NMDA n=10 (NMDA) (media + SEM). La flecha negra indica el dia de cirugia para la mayoria de las
ratas, **p<0.01 dia 1 vs dia 14 SALINA; & p<0.05 dia 1 vs dia 14 NMDA; +++ p<0.001 dia 14 vs dia 15 SALINA; ###
p<0.001 dia 14 vs dia 15 NMDA.
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6.3.Induccion de la inhibicion latente del CAS

Posteriormente se procedié a comparar los grupos controles de ambos objetivos (CAS y de la IL-
CAS) para comprobar un efecto de inhibicion latente del CAS. Para ello, se realizé una prueba
de ANOVA de medias repetidas, con la variable grupo como factor a comparar (Salina IL-CAS,
Salina CAS), la cual demostrd que hubo diferencias significativas de los consumos entre grupos
(F1,23=13.478, p= 0.0013) y entre las diferentes etapas del CAS (F1, 23 = 92.459, p <0.0001), asi
como también en la interaccién entre factores (F1,23= 10.683, p= 0.0034).

Después se realizdé una prueba post hoc de Fisher, la cual arroj6 un aumento significativo
unicamente durante el consumo de azucar en la etapa de evocacion del CAS (EVO) entre los
grupos (F1, 23 = 42.463, p= <0.0001). Asi mismo, una prueba de t pareada demostré que hubo
diferencias significativas entre las etapas de adquisicion y evocacion en el grupo CAS (t10=10.934,
p=<0.0001), asi como también para el grupo de IL-CAS (t13=4.208, p= 0.0010). Los datos en ml
de consumo de azucar durante la evocacién y adquisicion para el grupo control de CAS y de la
IL-CAS se muestran en la figura 16.

Consumo de azucar durante el CAS y la IL del CAS
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Figura 16. Consumo de azucar (ml) de grupos control del CAS y de la IL-CAS durante las etapas de adquisicion
y evocacion. Se comparan consumos del grupo control del CAS (n=11) y del grupo control de la IL-CAS (n=14), de la
etapa de adquisicion (ADQ) y de su respectiva evocacion (EVO), se muestran graficas de barras (media/ +SEM). En la
parte superior derecha se puede apreciar de una mejor manera un clara IL del CAS debido a un mayor consumo de
azucar el dia de la evocacion, **p<0.01, ***p<0.001.
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6.4. Efecto de la lesion excitotoxica en la LHb durante la inhibicion latente del
CAS

Una vez transcurrida la preexposicion a los 21 dias de azucar, se evalud la IL-CAS, para la cual
se realizé una prueba de ANOVA de medidas repetidas del consumo de azucar durante la IL-
CAS, con la variable grupo como factor a comparar (Salina, NMDA) la cual demostré que no hubo
diferencias significativas en el consumo de azucar entre grupos Salina y NMDA (F1, 22 =0.198,
p=0.6610), también se registraron diferencias significativas entre las diferentes etapas del CAS
(F4,88=33.737, p<0.0001), pero no hubo diferencia alguna en la interaccién entre factores (F, gs =
0.383, p=0.8200) (Figura 17).

Consumo de azucar durante la inhibicion latente del CAS
y de la memoria de aversion
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Figura 17. Consumos de azucar (ml/kg) por 20 min en las diferentes fases de la IL-CAS y durante su memoria
de extincion. Una vez transcurrida la preexposicion a azucar (10%) por 21 dias, se realizé el mismo procedimiento
seguido para el CAS (media/ +SEM). La flecha negra indica la microinyeccién de solucion salina fisioldgica al 0.9%
para el grupo control (SALINA) y la microinyeccion de NMDA (10 pg/ul) para el grupo lesionado (NMDA) antes de la
adquisicion del CAS (30 min antes). No se encontraron diferencias significativas en las etapas de la IL-CAS
(adquisicion: ADQ, evocacion; EVO), asi como tampoco en las fases de la extincion (EXT) de la memoria aversiva.
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7. Discusion

La lesion excitotoxica con NMDA en la LHb provoca menor memoria aversiva y una

aceleracion en la extincion de la memoria aversiva

En el presente estudio al evaluar el CAS tras la lesion excitotoxica en la LHb con NMDA, se
demostré que esta estructura es necesaria durante la formacion de la memoria aversiva al sabor
dulce del azucar. A través de la alta dosis administrada de NMDA, que previamente ha
demostrado que genera citotoxicidad (Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991; Bermudez-Rattoni et
al., 1997; Ramirez-Amaya et al., 1996), corroboramos que la hiperactividad anormal de la LHb
ocasionada por este procedimiento a lo largo de la formacién de la memoria de aversion, produce
una alteracion significativa en el aprendizaje. Cabe mencionar que la mayoria de las neuronas de
la LHb son glutamatérgicas (Aizawa et al., 2012) y en su mayoria expresan el receptor AMPA y
NMDA (Meye et al.,, 2013). En este sentido, el grado de excitotoxicidad mediada por los
receptores NMDA depende de la magnitud y duracién de la coactivacion de los receptores NMDA
sindpticos y extrasinapticos (Bittigau & lkonimidou, 1977; Zhou et al., 2013). Aunado a lo anterior,
se ha reportado que la dosis de NMDA administrada en este trabajo de tesis, genero en la corteza
insular una lesion de esta estructura, que provocé la interrupcion del CAS cuando el NMDA fue

inyectado antes de la adquisicion de esta tarea (Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991).

Los resultados de la presente investigacion mostraron que la lesién de NMDA alteré la formacion
de la memoria aversiva a un sabor novedoso, ya que observamos una disminucion significativa
de la aversion al azucar durante la evocacion, los sujetos lesionados consumieron mas liquido
respecto al grupo control, indicando que el dafio citotdxico impactoé en la formacion-consolidacion
de la memoria aversiva. Las ratas lesionadas con NMDA en la LHb presentaron un consumo de
liquido elevado, por arriba de la definicion operacional del CAS, que es un consumo igual o menor
del 50% del observado en la adquisicion. Los datos indican que las lesiones en la LHb provocan

que los animales no puedan aprender, mostrando un CAS atenuado y una extincién mas rapida.

Consistente con esto, Tandon et al. (2017) mostraron que existe un aumento en la tasa de disparo
de las neuronas de la LHb después de la induccién del CAS a sacarina inducido por la inyeccion
intraperitoneal de etanol, mas aun, las lesiones bilaterales electroliticas de la LHb atenuaron
significativamente los indices de comportamiento del CAS (mediciones de comportamiento del

CAS p. e. lengleteos, presiones de la palanca, numero de entrenamientos completados) en un
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paradigma operante de autoadministracion a sacarina, sugiriendo asi que existe una pérdida o
una atenuacion de la sefal aversiva después de lesionar la LHb, lo cual podria contribuir a un
mayor consumo de liquido. Cabe mencionar que, aunque también se ha utilizado sacarina como
EC, la sacarosa puede diferir de la sacarina en las respuestas de recompensa, probablemente
por el contenido caldrico (Vera-Rivera et al., 2020). Asimismo, el LiCl es mayormente utilizado
para inducir CAS, ya que se ha observado que el LiCl puede generar una sdlida respuesta de

rechazo oral, asi como evitacion del lugar condicionado (Rinaman et al., 2009).

Adicionalmente, encontramos diferencias en las Ultimas 2 sesiones de extincion de la memoria;
las ratas con lesion de la LHb extinguen mas rapido la memoria aversiva, lo que indica la
participaciéon de la LHb en el CAS, ya que el dafo de esta estructura generé deterioro en el
aprendizaje de aversion al azucar. En concordancia, Haak et al. (2014) demostraron que lesiones
electroliticas de la LHb en ratas provoca una mayor extincion del CAS inducido por etanol a super
sacarina (0.125% de sacarina +sacarina +3% de glucosa), lo que se reporta como una atenuacion
del CAS.

Este resultado sugiere que, el posible papel de LHb en la expresion del CAS probablemente esté
mediado por la via LHb-RMTg-VTA-NAc, ya que parece ser que la LHb participa en aspectos
aversivos a través de la modulacion del circuito dopaminérgico mesolimbico, debido a que una
importante proyeccion excitatoria de la LHb es enviada al nucleo tegmental rostromedial (RMTg),
que a su vez envia entradas inhibitorias GABAérgicas a las neuronas dopaminérgicas del area
tegmental ventral (VTA) (Balcita-Pedicino et al., 2011; Jhou et al., 2009 a, b). Actuando a través
de este circuito, la excitacion de las neuronas en LHb da como resultado la inhibicion de las
neuronas dopaminérgicas del VTA y por tanto disminucién de la liberacién de dopamina en NAc
(Christoph et al., 1986; Jhou et al., 2009a; Ji & Shepard, 2007), provocando un condicionamiento
aversivo (Friedman et al., 2011; Lammel et al., 2012; Shumake et al., 2010; Stamatakis & Stuber,
2012). Por el contrario, una inhibicion de las neuronas LHb conduce a un aumento transitorio de
la liberacién de dopamina en las regiones terminales (Lecourtier et al., 2008) por lo que la lesion
de la LHb podria impactar en la modulacién de este circuito ocasionando un deterioro en un

aprendizaje aversivo al interferir con la integracion de los estimulos.
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Las lesiones excitotoxicas de NMDA en la LHb antes de la adquisicion del CAS no alteran

el proceso de IL

Se sabe que cuando se presenta de manera prolongada y continua un estimulo, el cual es no
reforzado, y se quiere asociar con algun otro estimulo en el futuro, se genera una inhibicién latente
(Lubow, 1989, 1973). En el presente estudio se dio acceso a azucar durante 21 dias a las ratas,
previo a la adquisicion del CAS, para inducir inhibicion latente. En estos animales se demostro
que hubo un aumento significativo en la ingesta de agua azucarada del dia 1 al 14 de exposicion,
esto es consistente con los datos de Caynas-Rojas et al. (2019), ya que también observaron que
el consumo de azucar se incrementé desde el dia 1 al 14. Por otra parte, en la presente
investigacion hubo una disminucion de la ingesta de azucar en el dia 15, esta disminucién en la
ingesta fue debida a la cirugia previa del dia 14, sin embargo, posterior a la cirugia y hasta el dia
21 los animales empezaron a recuperar el consumo que tenian previo a la cirugia. Posteriormente
se compararon los grupos controles tanto del CAS como de la IL-CAS para corroborar que
efectivamente después de 21 dias de exposicion al azucar se genera una IL. Se demostré que
hubo una diferencia en el dia de evocacion entre ambos grupos, es decir el grupo de IL-CAS
consume mas azucar a comparacion de su grupo “control” CAS en la etapa de evocacion, también
se encontré que hubo un menor consumo de azucar entre el dia de la adquisicion y evocacion
del grupo CAS a comparacién de los mismos dias del grupo IL-CAS, por lo tanto las diferencias
encontradas por grupo el dia de la evocacion asi como la diferencia de un menor consumo del
CAS vs la IL-CAS (Figura 16) confirman una inhibicién latente del CAS (Vera-Rivera et al., 2018),
ya que hubo un consumo de azucar mayor al 50% a comparacion del dia de la adquisicion. Una
vez que se observo la induccion de la IL, se procedié con la manipulaciéon farmacolégica en la
LHb.

Teniendo en cuenta que la LHb participa en la aversion (Hikosaka, 2010; Tandon et al. 2017) y la
presentacion prolongada de un estimulo, como la sacarosa, genera una inhibicion latente del CAS
(Vera-Rivera et al., 2020), en el presente estudio se propuso que la lesién de la LHb modificaria
la IL-CAS. Sin embargo, la lesion de la LHb no alter¢ tal inhibicion y tampoco hubo un impacto
significativo en un nuevo aprendizaje, mas aun, no se observaron efectos durante la extincion de
la memoria de aversion durante el consumo prolongado de azucar. Una posible explicacion para
este fendmeno es que, durante la preexposicion al azucar, jamas se pare6 un estimulo aversivo,
ya que nuestros animales, al estar expuestos de manera prolongada (por 21 dias) al azucar,

perdieron la capacidad de asociar el azucar con el estimulo aversivo (inyeccion del LiCl), por lo
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cual se dio una IL-CAS (Caynas- Rojas et al., 2020), la cual no pudo ser afectada por lesiones en
la LHb. Teniendo en cuenta que las neuronas de la LHb aumentan su tasa de disparo cuando se
presentan sefales que predicen eventos negativos y resultados aversivos (Matsumoto &
Hikosaka, 2007, 2009), no hubo una aversion que modificar, debido a la memoria tan robusta que
se formd gracias a la familiarizacidon que conlleva este aprendizaje (Vera-Rivera et al., 2018;
Caynas-Rojas et al.,, 2019). De manera contrastante se ha observado que las lesiones
electroliticas del hipocampo dorsal no afectan la inhibicién latente del CAS (Gallo & Candido,
1995). Asimismo, en otro estudio también se demostré que lesiones excitotoxicas de NMDA en
el hipocampo dorsal de ratas Wistar no afecta este tipo de aprendizaje (Molero-Chamizo & Moron,

2015), lo que sugiere que ni la LHb ni el hipocampo estan implicados en la IL.

Aunque aun no existe un consenso de las estructuras y mecanismos involucrados en este tipo de
aprendizaje, se ha demostrado la participacion de la amigdala basolateral en la inhibicion latente
del CAS, y se ha atribuido especificamente al procesamiento de la memoria gustativa (Traverso
et al.,, 2010). También se ha demostrado que la lesion de la corteza prefrontal medial (mPFC)
puede afectar la IL del CAS (Caynas- Rojas et al., 2020). Por lo tanto, los resultados expuestos
en este proyecto sugieren que LHb no juega un papel significativo durante el nuevo aprendizaje
aversivo después de una exposicion prolongada al azucar (IL-CAS). Estos hallazgos pueden
contribuir a la identificacion de estructuras cerebrales involucradas en la inhibiciéon latente del
CAS. Sin embargo, se necesitan mas estudios para dilucidar los mecanismos por los cuales la

LHb participa en este tipo de aprendizaje.

El impacto de este trabajo de tesis aporta informacion para un “mundo” con diferentes suministros
de alimentos, donde se tiene que aprender cual es seguro ingerir y cual no (Welzl et al., 2001),
ya que la capacidad de reconocer un sabor, asi como un posible alimento dafino es de suma
importancia en la supervivencia de los organismos (Burés, 1998). Asi, el aprendizaje del sabor
es un proceso critico para sobrevivir ya que conlleva diferentes contextos que van desde
intoxicacion, enfermedad o incluso la muerte del individuo (De la Cruz, et al., 2008). Mucho se ha
avanzado en la descripcion cientifica sobre la compleja red de mecanismos que subyacen al
procesamiento de la informacion del sabor como se menciond anteriormente, y se conocen bien
las estructuras cerebrales involucradas en este sistema (p. ej. NTS, amigdala, talamo, CI) (Burés,
1998; Sakai & Yamammoto, 1999; Welzl et al., 2001; Sakai & Imada, 2003; Yamamoto, 2006).
Sin embargo, acerca de los mecanismos implicados en la aversion y su actualizacion aun falta

conocimiento. En este sentido, la LHb puede ser una estructura que pueda dar mayor idea sobre
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el procesamiento del valor contenido en el sabor de los alimentos. Se ha demostrado que la LHb
juega un papel critico en el aprendizaje y el comportamiento mediado por la aversion
(procesamiento de senales aversivas), ya que responde a sefales que predicen eventos
negativos y a resultados aversivos (Hikosaka, 2007; 2009). Mas aun, la LHb tiene comunicacion
con diversas areas implicadas en la informacion gustativa y la memoria del sabor (p e€j. corteza
prefrontal, hipotalamo lateral, area tegmental ventral, corteza insular) (Mizumori & Baker, 2017).
Dentro de este contexto el CAS se ha utilizado con éxito como paradigma de aprendizaje y
memoria en roedores, ya que se considera necesario para la supervivencia al prevenir la ingestion
posterior de alimentos repugnantes lo que resulta en un sélido mantenimiento de la memoria a
largo plazo (Dudai, 1989; Nakai et al., 2020). Adicionalmente, se ha demostrado que un modelo
para estudiar las modificaciones que puede haber en el CAS es la IL (Revusky & Bedarf, 1967;
Berman et al., 2000). Por lo que el presente estudio contribuye al conocimiento sobre la funcion
de la LHb en el CAS del azucar y su poca o nula intervencion en la IL del CAS, es decir en la
actualizacion de una la memoria apetitiva hacia una memoria aversiva del sabor. Si bien, por el
momento no hay suficiente evidencia que demuestre que la LHb participe en la IL-CAS, se ha
demostrado la participacion de otras estructuras como el nucleo septal medial ya que Turgeon y
colaboradores (2001) encontraron que la lesién en este nucleo induce una mejora en la IL-CAS,
por otra parte Traverso y colaboradores (2010) demostraron que las lesiones de la amigdala
basolateral interrumpen la IL-CAS, por lo cual parece ser que el sustrato anatomofuncional del
proceso de la IL-CAS no parece incluir a la habénula lateral, pero si a la amigdala basolateral y
al nucleo septal medial, de manera que futuras investigaciones podrian centrarse en la

participacion de estas estructuras para poder dilucidar mas en este tipo de aprendizaje.

Jocelyn Lucero Lomeli Castillo




Participacion diferencial de la habénula lateral durante la formacion de la memoria de aversion al azlicar y
durante la inhibicion latente inducida por la familiarizacion a este sabor

8. Conclusiones

Los resultados de la presente investigacion indican que las lesiones excitotoxicas con NMDA en
la habénula lateral antes del CAS alteran la formacién, evocacion, y el proceso de la extincion de
la memoria de aversién, lo que indica que esta regidn del cerebro es necesaria para la formacion

y/o expresion del CAS.

Sin embargo, la LHb no participa en la IL-CAS ya que las lesiones excitotdxicas inducidas por
NMDA antes de la adquisicién del CAS tras una exposicion prolongada al sabor, no altera la IL-
CAS, ya que no se observaron cambios significativos en la aversién atenuada por dicha

preexposicion al azucar.
Por lo tanto, nuestros resultados indican que la LHb juega un papel diferencial, siendo importante
en el CAS al azucar, pero no, durante la IL del CAS, es decir en procesos de actualizacién de la

memoria.

Se requieren mas estudios para dilucidar la participacion de la LHb en aprendizajes meramente

apetitivos para explicar mejor lo observado durante la IL del CAS.
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9. Perspectivas

Evaluar la participacion de la habénula lateral durante una comparacion de un CAS y una IL-CAS

con un estimulo sin calorias como lo es la sacarina.

Evaluar la participacién de la habénula lateral en un grupo de azucar novedosa y sin la posterior
asociacion aversiva, a las 24 hrs, ya que estudios previos demostraron una alteracion en este

tipo de aprendizaje al lesionar la habénula lateral.

Explorar el efecto de las lesiones en la habénula lateral en diferentes fases del CAS, por ejemplo,
antes de la evocacion, para saber si el efecto singular que se ve en la fase de ADQ (la diferencia
no significativa, pero con alta tendencia) se mantiene, asi como para saber si el efecto observado

es un proceso de formacién de memoria, motivacion o percepcion.
Seria importante conocer si existe diferencia entre la edad y sexo de las ratas, ya que los criterios

de los animales que se utilizaron en este proyecto fueron con respecto a literatura previa, y se

sabe que en aprendizajes relacionados al sabor difieren en estos dos aspectos de edad y sexo.
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11.Glosario

Adquisicién: proceso por el cual la informacién nueva se incorpora y procesa en el sistema

nervioso, mediada a través de los estimulos sensoriales.

Aprendizaje: cambio en la conducta mas o menos permanente, resultante de la experiencia y

que no es debido a la maduracion, fatiga, drogas y/o enfermedad.

Aversion condicionada al sabor (CAS): Asociacién aprendida entre un sabor novedoso de
cierto alimento (EC) y la sensacion de malestar gastrico (El), incluso si solo hubo un apareamiento

de los estimulos condicionados e incondicionado.

Condicionamiento clasico: Tipo de aprendizaje en el que una respuesta provocada de manera

natural por un estimulo llega a ser provocada por un estimulo diferente previamente neutral.

Condicionamiento operante: tipo de aprendizaje en el cual las conductas son emitidas (en

presencia de estimulos especificos) para obtener recompensa o evitar un castigo.

Condicionamiento: la adquisicion de patrones especificos de conducta ante la presencia de

estimulos bien definidos.

Consolidacién: proceso por el cual la informacién adquirida (memoria de corto plazo) se
mantiene e incorpora a una memoria de largo plazo, la cual es estable y resistente a cualquier

interferencia.
Estimulo condicionado (EC): Un estimulo originalmente neutral que se parea con un estimulo
incondicionado y a la larga produce la respuesta deseada en un organismo cuando se presenta

solo.

Estimulo incondicionado (El): estimulo que invariablemente ocasiona que un organismo

responda de manera especifica.

Evocacion: proceso mediante el cual la informacion previamente procesada y almacenada, es

recuperada (extraida) y expresada en la forma de una conducta determinada cuando se necesita.
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Extincion: un decremento en la fuerza o frecuencia de una respuesta aprendida a causa de no
continuar el pareamiento del El y el EC (condicionamiento clasico), o de retener el reforzamiento

(condicionamiento operante).
Glutamato: Neurotransmisor aminoacido que actua para excitar a las neuronas, ademas, es
considerado el principal mediador de la informacion sensorial, la coordinaciéon motora, las

emociones y la cognicion, incluida la formacion y recuperacion de la memoria.

Gusto: experiencia quimica que incluye las cualidades basicas: dulce, acido, amargo, salado y

umami.
Habénula lateral: estructura pequefia ubicada en el epitalamo a lado de la glandula pineal, la
cual se ha visto implicada en el procesamiento de informacion aversiva y gratificante a través de

la modulacién de sistemas de dopamina y serotonina.

Inhibicién latente: disminucion en la capacidad de asociar un estimulo determinado con algun

otro, debido a la preexposicion no reforzada (familiaridad) de dicho estimulo.

Memoria: procesos a través de los cuales se almacena la informacién aprendida.

Papilas gustativas: Estructuras sobre la lengua que contienen las células receptoras del gusto.
Receptores NMDA: Receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), una de las tres clases
principales de receptores a glutamato que han sido implicados en actividades que van desde el
aprendizaje y la memoria hasta el desarrollo y especificacion de contactos nerviosos en un animal

en desarrollo.

Respuesta condicionada (RC): después del condicionamiento, la respuesta que produce el

organismo cuando solo se presenta un estimulo condicionado.

Respuesta incondicionada (RI): Respuesta que tiene lugar en un organismo siempre que se

presenta un estimulo incondicionado.

Sabor: combinacién compleja entre el gusto, olfato, temperatura y textura de los alimentos.
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