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Resumen

La neofobia es una respuesta conductual de cautela que se expresa ante la
presencia de un alimento novedoso. Si este alimento no es asociado con una
consecuencia negativa, el consumo de este alimento aumentara conforme
aumenten las presentaciones, este proceso se conoce como atenuacion de la
neofobia (AN). La corteza insular anterior (Cla) es una regioén que participa en el
reconocimiento de sabores dulces y en la formacién de memorias gustativas, entre
las cuales se encuentra la AN. Si esta region sufre un dafio o si se bloquea la
actividad colinérgica, tanto la neofobia como la AN se ven afectadas, por lo que la
Cla destaca como una region sumamente importante para la formacion de esta
memoria. La manipulacion optogenética es una técnica que nos permite manipular
la actividad de un grupo neuronal en tiempo real y asi explorar el papel funcional de
una region cerebral especifica o de sus proyecciones sobre otra region. Esta
herramienta nos permite explorar con mayor detalle la participacion de la Cla en la

AN en un modelo animal como lo son los ratones C57BL/6.

Utilizando ratones C57BL/6 identificamos un modelo de AN a sacarina con una
respuesta neofébica robusta y una atenuacion rapida, el cual fue utilizado para
evaluar la participacion de la Cla mediante estimulacion optogenética durante la
presentacion de sacarina novedosa, donde se observo que ni la inhibicion o
activacion de la Cla modificaron la expresion de neofobia a sacarina. Mientras que
la inhibicién generd un retraso de la AN, haciendo que la respuesta neofébica se
expresara de nuevo en la segunda presentacion de sacarina; la activacion aceleré
la AN. Este trabajo sefiala que la neofobia no es dependiente de la Cla, mientras
gue la AN si depende de esta estructura, puede ser resultado de la interferencia en
el proceso de formacion de la memoria de reconocimiento a la sacarina, como la
expresion alguna proteina relacionada con la consolidacion de la memoria como la

proteina ARC.




1. Introduccion.

1.1 El aprendizaje.

A lo largo de la vida de un animal el medio ambiente se va modificando de forma
constante, estos cambios deben ser identificados y recordados de manera eficiente
con el fin de procurar su supervivencia modificando su comportamiento de forma
temporal o permanente, a estos cambios en la conducta los conocemos como
aprendizaje. El aprendizaje es la capacidad de un organismo para poder adquirir
informacion del ambiente, mantener esa informacion a lo largo del tiempo y poder
recuperarla para generar una respuesta adecuada (Kandel, 2001). La informacién
adquirida del medio ambiente se representa en la memoria, concepto que refiere a
los cambios fisicos en el sistema nervioso donde la informacion es codificada y
almacenada (Bear, 2020; Kandel, 2001).

El proceso de formacion de memoria a largo plazo consta de cuatro fases
secuenciales que son: adquisicion, consolidacion, evocacion y reconsolidacion
(Bermudez-Rattoni, 2004). Durante la adquisicion, la informacién cuyo origen puede
ser externa o interna es codificada por los diversos sistemas sensoriales, durante
este proceso la informacién es labil y puede alterarse o perderse con facilidad
(Bermudez-Rattoni et al., 2004).

En la consolidacion, la representacion de la informacion se vuelve estable en el
tiempo al generarse un trazo de memoria, a través de diversos procesos celulares,
entre los cuales se encuentran la expresion de genes, la sintesis de proteinas y el
aumento de la liberacibn de neurotransmisores, procesos que ayudan al

fortalecimiento de la conectividad sinaptica (Bermudez-Rattoni, 2004).

Durante la evocacién la informacion es recuperada para utilizarse en el presente y
modificar la conducta del organismo en respuesta de las condiciones existentes. En
consecuencia, el trazo de memoria se vuelve labil y vuelve a pasar por un proceso
de consolidacion donde la memoria puede modificarse de nuevo o mantenerse
estable en un proceso que se conoce como reconsolidacion (Rodriguez-Ortiz et al.,
2005).




Por otro lado, la memoria puede ser clasificada dependiendo de sus caracteristicas,
su contenido o duracion. Se ha propuesto la clasificacion dependiendo del contenido
de la memoria en declarativa o explicita y en no declarativa o implicita (Kandel,
2001) y dependiendo de su duracién en memoria de corto plazo (MCP) y memoria
de largo plazo (MLP) (Bear, 2020; Kandel, 2001).

La memoria declarativa o explicita corresponde a los hechos factuales que incluyen
experiencias personales y eventos complejos situados en el tiempo (Bear, 2020;
Tulving & Markowitsch, 1998). Al mismo tiempo, esta memoria se puede dividir en
memoria episddica, que se refiere a los hechos experimentados por el sujeto en un
momento temporal especifico y en memoria semantica, que se refiere a la
informacion sobre el medio ambiente abstraida de situaciones particulares (Bear,
2020; Tulving & Markowitsch, 1998).

La memoria no declarativa o implicita corresponde al conocimiento y recuerdos
inconscientes como los patrones motores, habilidades y habitos aprendidos, asi
como otras formas de aprendizaje no asociativo como lo es la habituacion y la
sensibilizacién (Bear, 2020; Kandel, 2001).

La memoria a corto plazo (MCP), corresponde a un trazo de memoria labil con un
tiempo de almacenamiento que dura un pequefio periodo de tiempo que va de los
minutos a unas pocas horas. Mientras que la memoria a largo plazo (MLP) se forma
gracias a la consolidacién del trazo de memoria cuya duracién puede durar de dias
a anos e incluso perdurar a lo largo de toda la vida del organismo (Bear, 2020).

1.2 Neurobiologia de la identificaciéon de sabores

Uno de los cambios en el ambiente mas relevantes para la supervivencia de un
organismo corresponde a la disponibilidad de alimentos. Cada vez que un alimento
nuevo es presentado a un animal este debe ser identificado correctamente ya que
de no ocurrir esto puede llegar a consumir grandes cantidades de un alimento

potencialmente dafino (Bermudez-Rattoni, 2004; Gutierrez Mendoza, 2004).

La primer fuente de informacion que llega a un animal sobre un alimento esa través

de la estimulacion sensorial, donde el gusto y el olfato son los sistemas sensoriales




que tienen la mayor relevancia sobre las caracteristicas nutricionales que puede
ofrecer. Mientras que los alimentos con sabor dulce y umami estan relacionados
con la presencia de azucares y proteinas, los sabores amargo y acido estan
mayormente relacionados con sustancias tdxicas o con un pH bajo. Ya que los
azucares como la glucosa y las proteinas son elementos esenciales de una dieta
balanceada, la deteccion de estos componentes tiene como consecuencia el
aumento del consumo del alimento que los contenga, mientras que la deteccién de
sustancias amargas y toxicas como la estricnina y la picrotoxina, generan una
reduccion en el consumo como estrategia para garantizar la supervivencia (Behrens
et al., 2004; Yarmolinsky et al., 2009).

Esta informacion sensorial es inicialmente codificada en las papilas gustativas
distribuidas dentro de la cavidad bucal principalmente en la lengua, las cuales
contienen cientos de células que expresan un tipo de receptor distinto para cada
sabor (dulce, amargo, salado, acido y umami), esta informacion viaja a través de los

nervios faciales glosofaringeo y facial, con una menor participacion del nervio vago
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Figura 1. Representacion esquematica de la via gustativa del roedor. Modificado
de Yarmolinsky et al., 2009).




hacia el nacleo del tracto solitario (NTS) en el tronco encefélico. Posteriormente esta
informacion se transmite hacia el nucleo parabraquial (NPB) en el mesencéfalo
donde la informacion se bifurca hacia el hipotalamo lateral, la sustancia innominada,
la amigdala en su porcion central y basolateral, el nlcleo ventral posteromedial del
talamo (VPM) que a su vez envia proyecciones a la corteza gustativa primaria y la
corteza insular (Cl) (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2004;
Yarmolinsky et al., 2009) (Figura 1).

En la corteza insular, se establece una representacion topolégicamente distinta para
cada sabor, teniendo una mayor activaciéon en la porcién frontal de la corteza insular
(Cla) en presencia de sabores dulces, una mayor activacion en la porcién posterior
de la corteza insular (Clp) por los sabores amargos y dos regiones intermedias que
responden diferencialmente a los sabores umami y salado (Chen et al., 2011).

Esta representacion topolégicamente distinta puede jugar un papel muy importante
en la regulaciéon del consumo de un alimento ya que se ha descrito mediante la
manipulacion de estas regiones de la Cl a través de activacion optogenética, que al
activar la Cla ante la presencia de un estimulo neutro como lo es el agua, su
consumo aumenta equiparando al que se presenta cuando se da una solucién dulce
y al activar la Clp el consumo disminuye equiparando al consumo de una solucion

amarga (Peng et al., 2015).

1.3 La neofobia y sus componentes

Una vez que el organismo identifica un alimento como novedoso, en algunas
ocasiones este presenta una respuesta que se ha denominado neofobia, la cual
estd caracterizada por el consumo moderado y cauteloso del alimento en
comparacion al de uno familiar. Si este alimento no es asociado con una
consecuencia negativa, aumentara el consumo de este alimento conforme
aumenten las presentaciones, este proceso se le conoce como atenuacion de la
neofobia (AN). Por otro lado, si este alimento es asociado con alguna consecuencia
negativa posterior al consumo, como lo puede ser la presentacion de malestar

gastrico, el consumo de este alimento se vera disminuido en las presentaciones




posteriores, lo que se conoce como condicionamiento de aversion al sabor (CAS)
(Bermudez-Rattoni, 2004; Domjan, 2018; Osorio-Gomez et al., 2018) (Figura 2).
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Figura 2. Atenuacion de la neofobia y condicionamiento de aversion al sabor. En
el trazo de color rosa se puede apreciar el patréon de consumo generado por la
atenuacion de la neofobia mientras que en el trazo violeta se representa el patréon
de consumo generado por la asociacion aversiva al sabor presentado (Modificado
de Bermudez-Rattoni, 2004).
Las caracteristicas que componen a la neofobia, es decir, que modifican su
expresion y la intensidad de esta son: la valencia y saliencia del alimento, la
motivacion para consumir el alimento, la disponibilidad y el entorno en el que se
encuentra el organismo durante la presentacion del alimento (Domjan, 2018). Estas
caracteristicas han sido exploradas y descritas mediante el uso de modelos
animales como la rata y el raton de laboratorio. Con estos modelos para explorar la
neofobia se ha utilizado la presentacion de sabores dulces, utilizando soluciones de
sacarina, la cual es un edulcorante no cal6rico por lo que carece de las
consecuencias postingestivas de la sacarosa que tiene un aporte caldrico

significativo. Esta estrategia es muy efectiva ya que al tener la sacarina una valencia
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positiva, es decir, el valor heddnico percibido por el animal es agradable, el aumento
del consumo de la solucion en las presentaciones posteriores es rapido y sobrepasa
el consumo de una solucién sin valor hedonico como lo es el agua en pocas

sesiones (Bermudez-Rattoni, 2004; Domjan, 2018).

Al mismo tiempo, la saliencia de la solucidon también juega un papel importante en
la expresion de la neofobia. Mientras mayor sea la saliencia de la solucion, la
respuesta neofébica sera mayor y la atenuacién modificara su velocidad (Gutiérrez
Mendoza, 2004). Para las soluciones de sacarina, la saliencia corresponde a la
concentracion de la solucion, sin embargo, la sacarina tiene un rango de preferencia
que, si es sobrepasado, la valencia de la solucion se convierte negativa generando
aversion. El rango de preferencia es distinto entre las diferentes especies animales,
para las ratas Wistar y Sprague-Dawley, ese rango varia entre los 0.1% y los 0.5%
de concentracion (Mook, 1974; Sclafani et al., 2010), mientras que para los ratones
C57BL/6 este rango es mayor, al encontrarse entre los 0.1% y el 1% (Bachmanov
et al., 2001; Fuller, 1974; Sclafani, 2007; Sclafani et al., 2010). Esto sugiere que,
aunque ambas especies pueden generar preferencia por sacarina, la misma
concentracion es percibida de forma distinta generando una respuesta de neofobia

y una atenuacion diferente (Figura 3).

Es importante sefialar que para que un animal consuma una solucion novedosa de
forma voluntaria, debe tener un estado motivacional interno suficiente para querer
beber. Este efecto se ha logrado utilizando un protocolo de privacion de agua
durante varias horas previo a la presentacion de la solucién novedosa y presentando
Unicamente esta (Domjan, 2018). En consecuencia, al tener sed el animal, bebera
de la solucién presentada sin mucha dificultad, sin embargo, este protocolo puede
enmascarar la respuesta neofobica ya que el animal puede tener un consumo
elevado de la solucibn novedosa para satisfacer la necesidad de agua

independientemente del reconocimiento de la solucion como novedosa.
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Figura 3. Curva de preferencia a diferentes edulcorantes en rata y raton. A: Curva
de preferencia a estevia y sacarina en ratas Sprague-Dawley. B: Curva de
preferencia a estevia, sacarina y rebiana en ratones C57BL/6 (Modificado de
Sclafani et al., 2010).

Este problema se puede abordar utilizando un protocolo de eleccién simple, que
consiste en presentar dos bebederos, donde uno de ellos contenga el sabor
novedoso y el otro agua simple, de esta forma, al poder decidir el animal que opcién

consumir podra saciar su sed al mismo tiempo que consume la solucion novedosa.

No obstante, esta estrategia no es del todo efectiva en los ratones, ya que el
consumo de agua promedio en un estado de abstinencia forzada de agua de 24
horas, es de aproximadamente 1 mL mientras que, en el mismo periodo de
abstinencia, el consumo de agua de la rata Wistar es de aproximadamente 14 mL
(Yiannakas & Rosenblum, 2017).

La familiaridad con un sabor también modifica la respuesta neofobica que se puede

presentar dénde una presentacion previa de un mismo sabor a una concentraciéon
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baja es capaz de reducir la neofobia de el mismo sabor con una concentracion mas
alta en una sesion posterior (Domjan, 2018). La familiaridad al mismo tiempo
también modifica la fortaleza de la asociacion de un alimento con un alimento
novedoso en la formacion de CAS en un proceso que se conoce como inhibicion
latente (Roman & Reilly, 2007).

La disminucién de la respuesta neofdbica a consecuencia del aumento en el nimero
de las presentaciones ha sido catalogada como un tipo de aprendizaje no asociativo,
especificamente al que se refiere a la habituaciéon (Domjan, 2018), sin embargo,
como se menciond anteriormente, para que una respuesta neofdbica y su posterior
atenuacion se presenten correctamente hay una gran influencia de diversos
factores. Para que un animal consuma un alimento novedoso, existen bastantes
pasos previos como la deteccion visual y olfativa de la fuente de alimento, la
ubicacion en el espacio fisico donde se encuentra, el acercamiento a este, ademas,
la ingesta misma del alimento y las consecuencias postingestivas que este genere
también juegan un rol importante. Si bien no siempre las consecuencias
postingestivas de un alimento responden a un aporte nutrimental, la saciedad de la
sed o el hambre esta presente en cada ocasion que un alimento es consumido, esta
sensacion de saciedad puede entonces tener un papel reforzador asociado al sabor
del alimento presentado, volviendo al sabor mismo en un reforzador condicionado
(Domjan, 2018).

La AN se puede entender entonces como la expresion de una memoria a largo plazo
sobre un alimento que tuvo una respuesta postingestiva positiva, dicha memoria
solamente requiere de una sesion de adquisicién para consolidarse y que puede
mantenerse en el organismo durante mas de 40 dias (Best et al., 1978). Esta
memoria también se le ha conocido como memoria gustativa apetitiva, memoria
gustativa incidental, memoria gustativa de reconocimiento y memoria gustativa
segura, los cuales seran tomados como sinénimos del fenbmeno conocido como
AN.




2. Antecedentes
Para la formacién de una memoria gustativa, ya sea apetitiva o aversiva, existe una
amplia participacion de diferentes estructuras cerebrales como lo es el NTS, NPB,
el Ndcleo Bassalis Magnocelularis (NBM), la amigdala y la CI entre otras. Estas
estructuras han sido estudiadas ampliamente en los dos tipos de memoria gustativa
mas relevantes que son el CAS y la AN usando diferentes estrategias
experimentales que van desde las lesiones permanentes de ciertas regiones hasta
la manipulacion optogenética (Gil-Lievana et al., 2022; Gutiérrez, Rodriguez-Ortiz,
et al., 2003; Gutiérrez, Téllez, et al., 2003; Koh et al., 2003; Peng et al., 2015;
Rodriguez-Garcia & Miranda, 2016; Rodriguez-Ortiz et al., 2005; Wang et al., 2018).

Una estrategia que se utilizd para identificar las estructuras cerebrales que
participan en la neofobia fue cuantificar la expresion de la proteina c-Fos, la cual
pertenece a la familia de genes de expresion temprana y que en neuronas se ha
asociado a la generacién de potenciales de accién, lo que en otras palabras se
puede entender como un indicador de activacion neuronal reciente (Herrera &
Robertson-F, 1996). Sabiendo esto, se evalué el nimero de nucleos positivos a c-
Fos ante la presentacion de una solucion de sacarina novedosa y una familiar,
donde se observo que en la Cl y en la porcién central de la amigdala (CeA) hubo un
aumento significativo de cuerpos neuronales positivos a c-Fos cuando la sacarina
fue novedosa comparado cuando la sacarina fue familiar. Este aumento no se
encontro en la porcion basolateral de la amigdala (BLA) ni en el NTS o el NPB (Koh
et al., 2003). Esto indica que, durante el reconocimiento de un sabor novedoso, la
Cly la CeA participan en la identificacion de un sabor como novedoso que es distinta
cuando este ya es familiar al presentar un aumento en la actividad de estas

regiones.

Durante el siglo XX la investigacion sobre diferentes procesos cognitivos utilizando
lesiones en diferentes regiones del encéfalo generd6 una gran cantidad de
informacion sobre la participacion de diferentes areas en gran cantidad de procesos,
este modelo sigue siendo importante en la actualidad ya que una lesion permanente

brinda informacién a largo plazo que no puede ofrecer una manipulacion transitoria




como lo es la manipulacion farmacologica (Vaidya et al., 2019). Bajo este
paradigma, en 2014 se explord la participacion de la Cl durante la neofobia y su
atenuacion a través de lesiones con acido iboténico previo a la primera presentacion
de sacarina. Lo que se pudo observar fue que esta manipulacion redujo la respuesta
neofébica sin alterar la curva de atenuacion que se genera en las siguientes
presentaciones. En el mismo trabajo cuando se realizdé una inactivacion transitoria
utilizando bupivacaina, un blogueador de los canales de sodio previo a la
presentacion de la sacarina novedosa, ni la neofobia o su atenuacion no se vieron
modificadas por lo que se sugiere que la IC no es totalmente necesaria para la
neofobia o su atenuacion, al menos no la informacién que genera activaciéon por los

canales de sodio (Moraga-Amaro et al., 2014).

Anteriormente se evalud la participacion de la actividad glutamatérgica y colinérgica
en la CI realizando bloqueos de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) con
acido 2-Amino-5-fosfonovalerianico (AP5) y de los receptores muscarinicos con
escopolamina antes de la presentacién de sacarina novedosa. Ninguna de estas
dos manipulaciones tuvo un efecto en la expresion de la neofobia, sin embargo, la
respuesta neofdbica se volvié a presentar en la segunda presentacion de sacarina
en el grupo que fue tratado con escopolamina mas no asi en el grupo que fue
manipulado con AP5. En un segundo experimento la escopolamina fue infundida en
la Cl inmediatamente después de la primera presentacion de sacarina lo que resulté
nuevamente en la presentacion de la respuesta neofébica en la segunda
presentacion de sacarina. Esto resaltd que la acetilcolina (ACh) tiene un papel
relevante en la consolidacién de la memoria gustativa de reconocimiento en la IC,

lo que en su ausencia retraso la AN (Gutiérrez, Téllez, et al., 2003).

Dentro del mismo trabajo se analiz6 la ventana temporal que la escopolamina
necesita para interrumpir la consolidacion de la memoria gustativa, donde se
observo que el limite temporal para producir este efecto se encuentra hasta los 120
minutos. Ademas, cuando se realizé una nueva infusion de escopolamina en la
segunda presentacion se sacarina, se observo que al igual que en la primera

presentacion de sacarina, la escopolamina interrumpe la consolidacion de la




memoria gustativa de reconocimiento demostrando que, aunque la sacarina ya
habia sido consumida varias veces esta aln seguia siendo reconocida como

novedosa (Gutiérrez, Téllez, et al., 2003).

Posteriormente se analizo la actividad tanto de la Cl como del NBM que es el origen
de la inervacion colinérgica de la ClI, a través de la activacion e inactivacion de los
receptores para acido gamma-aminobutirico (GABA) el neurotransmisor inhibidor

por excelencia del sistema nervioso central, utilizando muscimol, un agonista de los

CORTEZA INSULAR
A Novedoso B Familiar
¥ ¥
| I | I | | | |
100 1 gact SAC2 SAC3 sace 1007 sACt SAC? SAC3 SACA
o 90 0]
3 70 4 5
b b
g 90 i
T g . o
] 0 o]
fo 30 1 f
3 2 8
* 10 4 &
0 4 J
SACT SAC2 SAC3 SAC4 SACT SAC? SACS SACH
Cc Novedoso NBM D Familiar
¥ ¥
I | ! | | | I |
100 v SAC SACD SACS SACH 100 SACH SAC2 SAC3 SAC4
90 90 A
£ 501 2909
m 10 4 m 107
- 3 0]
g %4 g %
] Iﬂ) - 'L ] [#] 40 4
S 20 4 S 20 1
] = 4
R 10 4 2 10
0 0
SACH SAC?2 SAC3 SACA SACH SAC2 SACH
D saling . Muscimol . Bicuculline
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receptores GABAa y bicuculina un antagonista de los receptores GABAAa. Estos
farmacos fueron infundidos en ambas regiones previo a la sacarina novedosa y
posteriormente cuando ya era familiar, observando que cuando se inhibié la
actividad de ambas regiones durante la primera presentacion de sacarina, en
ninguno de los casos se formé la memoria gustativa de reconocimiento o se altero
la expresion de neofobia. Sorpresivamente, cuando se activaron ambas regiones y
la sacarina ya era familiar, se emitio una respuesta neofobica robusta equiparable
a la presentada en la primera presentacion (Rodriguez-Garcia & Miranda, 2016)
(Figura 4).

Este resultado comprobé que la formacibn de la memoria gustativa de
reconocimiento depende de ACh proveniente del NBM, ademas, que la respuesta
neofdbica también depende de la presencia de ACh en la Cl ya que se analizaron
mediante microdidlisis los niveles de ACh en la Cl en todas las condiciones del
protocolo. Adicionalmente se cuantificaron los niveles de GABA en la Cl cuando la
sacarina es novedosa y también familiar observando que al momento de ser
novedosa existe una reduccion de GABA y cuando esta es familiar aumentan los
niveles de GABA en la Cl, lo que podria indicar que la actividad de ACh depende de
una regulacion a través del sistema GABAérgico (Rodriguez-Garcia & Miranda,
2016).

Bajo este mismo discurso se realizaron inactivaciones de la Cl y BLA utilizando una
mezcla de muscimol y baclofen, el baclofen al igual que el muscimol es un
antagonista de los receptores GABA, pero de su variante GABAs lo que en
consecuencia de la administracién de este compuesto genera el blogueo total de la
seflal GABAérgica en la region de interés. En este trabajo se pudo identificar que al
inactivar tanto la Cl como BLA previo a la primera presentacion de sacarina, la
respuesta neofobica no se presentaba, sin embargo, si lo hacia en la segunda
presentacion para el grupo que fue manipulado en la CI, mientras que en el grupo
gue fue manipulado en BLA en la segunda presentacion se presentd una respuesta
atenuada equiparable con la del grupo control. Este efecto diferencial a los trabajos

anteriores puede deberse a que la inactivacion completa de la Cl evita el




reconocimiento del sabor de la sacarina como novedoso que en consecuencia no
permite que se genere una memoria gustativa de reconocimiento a este sabor (Lin
et al., 2018).

Adicionalmente, con el objetivo de analizar la capacidad de la Cl en la formacion de
la memoria al comparar dos concentraciones distintas de sacarosa donde la mas
baja sefializa la presentacion de la mas concentrada, se lesion6 la Cl con &cido
quinolinico. Lo que se observo fue que las ratas no lesionados fueron capaces de
modificar su conducta a lo largo de 10 sesiones, reduciendo el consumo de la
sacarina menos dulce para poder beber una mayor cantidad de la mas dulce, sin
embargo, las ratas lesionados mantuvieron siempre un consumo de la sacarosa
menos dulce. Para demostrar que la lesién no hubiera generado que las ratas fueran
incapaces de discriminar entre ambas concentraciones estas fueron colocadas al
mismo tiempo donde se observé que ambos grupos de ratas preferian la solucion
mas dulce sobre la otra cuando fueron presentadas simultaneamente (Kesner &
Gilbert, 2007). Este trabajo nos muestra que la Cl no solo participa en la formacién
de la memoria de reconocimiento, sino que también en la formacion de otros tipos
de memoria que involucran estimulos gustativos y sus consecuencias como es esta

memoria discriminativa.

Como se mencion6 anteriormente la Cl tiene una representacion topoldgicamente
distinta para cada cualidad de sabores teniendo una mayor representacion del sabor
dulce en la Clay los sabores amargos en la Clp (Chen et al., 2011). Utilizando como
punto de referencia esta distribucién en la ClI, se propuso que la activacion de estas
zonas tendria como consecuencia la expresion de conductas relacionadas con los
componentes apetitivos de los sabores dulces o las conductas aversivas de los
sabores amargos. Para esto utilizaron optogenética, una herramienta que permite
manipular la actividad celular a través de la expresion de proteinas fotosensibles en
neuronas, esta tecnologia permite activar o inhibir cierto grupo neuronal completo
dependiendo del vector viral utilizado para la expresion de dichas proteinas
(Engelhard et al., 2018; Fernandez-Ruiz et al., 2022; Mohammad et al., 2017; Sparta
et al., 2013).




Bajo este paradigma se transfectaron canales de Chanelrodopsina (ChR2), un canal
iGnico que permite la entrada de iones positivos ante la presencia de luz azul (~470
nm) (Jiang et al., 2017) en Cla o Clp de ratones C57BL/6 con los cuales se realizo
la activacion de esta region bajo un protocolo de preferencia de lugar en tiempo real
dentro de una arena de dos compartimentos doénde solamente se activo la Cla o Clp
en uno de ellos. En consecuencia, observaron que los ratones a los que se activo
optogenéticamente la Cla generaron una preferencia por este compartimento
mientras que a los que se activd a Clp generaron evitacion. Adicionalmente se
realizé activacion de estas cortezas ante la presentacion de una solucion de agua
simple y midieron el nimero de lenglieteos mientras se les presentaba el bebedero,
observando que cuando se activa Cla aumenta el nUmero de lenglieteos y cuando
se activa la Clp estos disminuyen, aunque sean el mismo estimulo (Peng et al.,
2015). Estos resultados confirman la hipotesis de que la Cla por si misma genera

una respuesta apetitiva y que la Clp genera una respuesta aversiva.

Posteriormente exploraron las proyecciones de estas cortezas hacia la amigdala,
donde observaron que la Cla tiene una mayor proyecciéon hacia BLA y por otro lado
la Clp tiene mayores proyecciones hacia CeA (Wang et al., 2018). En esta ocasion
realizaron la transfeccion de los canales de ChR2 en la Cla o Clp y colocaron las
fibras de estimulacién sobre BLA o CeA con el objetivo de controlar la actividad de
estas proyecciones sobre el nucleo de la amigdala correspondiente. Utilizaron la
misma estrategia donde manipularon la actividad de las proyecciones ante la
presencia de agua simple donde observaron un efecto similar que en el trabajo de
2015 cuando activaron los somas neuronales. Como siguiente paso presentaron
dos soluciones distintas, una amarga (quinina) y otra dulce (acesulfame potasico
(AceK)), cuando estas soluciones fueron presentadas los ratones exhibian muy
pocos lenglieteos a la quinina y bastantes mas al AcekK, lo que se relaciona con las
caracteristicas intrinsecas de cada sabor. Sin embargo, cuando presentaron AceK
mientras activaban las proyecciones de Clp en CeA los ratones exhibieron un
namero de lengleteos equiparables cuando se presentd quinina y de la misma
forma cuando se present6 quinina mientras se activaban las proyecciones de la Cla

en BLA, el numero de lenglieteos aumento significativamente (Wang et al., 2018).
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Con estos trabajos queda claro que la Cla anterior y posterior no solamente
responden de forma distinta a la cualidad dulce o amarga de los sabores, sino que
también participan en la expresion de una respuesta conductual distinta

dependiente de la cualidad del sabor.

Mas recientemente, se analizé la participacion de la Cl en la toma de decisiones
utilizando como herramienta la ejecucion de una respuesta motora ante la
presentacion de un sabor. De esta forma se desarroll6 una tarea donde ante la
presencia de uno de cuatro sabores distintos, dos dulces y dos amargos, los ratones
exhibian una respuesta de lengiieteo en uno de dos bebederos sin agua, de tal
forma que tras una sesion de entrenamiento los ratones asociaron un sabor amargo
y uno dulce a un bebedero, asi como el otro sabor dulce y amargo al otro bebedero.
Mediante registro electrofisiolégico se observé que las neuronas de la CI
respondieron de forma diferencial cuando la respuesta conductual es distinta en el
periodo posterior a la presentacion del sabor, es decir, la actividad neuronal en la
Cl fue similar para un sabor dulce y uno amargo siempre y cuando tuviera que
responder al mismo bebedero. Con el fin de identificar qué tipo de informacion
codificada por esta actividad diferencial en la ClI se procedi6 a activar
optogenéticamente interneuronas GABAérgicas de la Cl mientras los sabores eran
presentados o en el periodo entre la identificacion del sabor y la emision de la
respuesta conductual. En consecuencia, se observo que la inhibicion de la ClI
mientras los sabores fueron presentados no alter6 su desempefio conductual,
mientras que la inhibicién de la Cl en el periodo entre la identificacion del sabor y la
emision de la respuesta evitd que la respuesta fuera expresada correctamente
(Vincis et al.,, 2020). Estos resultados sefalan que la CI participa en el
mantenimiento de la informacion relacionada a la consecuencia de cada sabor
presentado, mas alla de su identidad, sino también de las consecuencias asociadas

a este sabor.

Adicionalmente, se ha observado que la actividad dopaminérgica que llega a la Cl
gue proviene del area ventral tegmental (VTA) esta directamente relacionada con la

saliencia percibida de los estimulos gustativos. Esto fue demostrado utilizando la




estimulacién optogenética tanto en VTA como de las proyecciones dopaminérgicas
en la Cl de esta region a través de ChR2. Al activar este canal fotosensible
aumentaba la respuesta neofobica durante la primera presentacion de sacarina y
de quinina, al dia siguiente cuando estas soluciones eran presentadas al mismo
tiempo que una alternativa que solo contenia agua, los ratones presentaron una
mayor preferencia por la sacarina, que los ratones cuya estimulacién no activo los
canales de ChR2 y que bebieron la misma concentracion de sacarina. Por otro lado,
se mostré una mayor aversion por la quinina del grupo estimulado de la misma forma
que se vio con sacarina (Gil-Lievana et al., 2022). Gracias a este trabajo podemos
sefalar que la sefial dopaminérgica proveniente del VTA en la Cl modula la saliencia
de un estimulo gustativo modificando la memoria de reconocimiento asociada a

este.

El uso de herramientas de manipulacion de la actividad neuronal como lo es la
optogenética permite aumentar la especificidad espacial al solo tener inferencia
sobre el grupo neuronal o sus proyecciones que expresen las proteinas
fotosensibles y que sean alcanzadas por el haz de luz adecuado. También posee
una mayor resolucion temporal al tener efecto solamente mientras la luz se
encuentra presente, lo que puede ocurrir en la escala de milisegundos (Sparta et
al., 2013 Jiang, 2017). Con esta herramienta podemos identificar con una mayor
precision la participacion de la Cla en la formacién de la memoria gustativa de
reconocimiento al interferir en la actividad de esta region solamente durante la
presentacion de un estimulo novedoso como es la sacarina, sin embargo, los
ratones del laboratorio que son el modelo ideal para trabajar con esta técnica
carecen de un protocolo de AN que presente una respuesta neofdbica robusta y una
curva de atenuacion clara por lo cual, es necesario primero identificar un modelo de
AN gue se ajuste a las caracteristicas de consumo y preferencia de los ratones
C57BL/6.




3. Planteamiento del problema
La neofobia es una respuesta conductual vital para la supervivencia de un
organismo, que en conjunto con la AN le permiten aprender a reconocer los
alimentos 6ptimos para su vida. Pese a que ya se ha identificado anteriormente que
la Cla es una region que es necesaria para la expresion de neofobia y AN, aldn es
necesario identificar con mayor precision cual es el papel que juega esta region en
ambos procesos. La optogenética es una herramienta que nos brinda de una
especificidad temporal y espacial ideal para investigar con mayor detalle el papel de
la Cla, sin embargo la mayoria de los trabajos que se han dedicado a investigar el
papel de esta region se han realizado en ratas, y ya que esta herramienta es mas
dificil de trabajar en ratas, en este trabajo fue necesario en primer lugar identificar
un protocolo de AN en ratones C57BL/6 que presente una respuesta neofébica
robusta y una atenuacion rapida, para posteriormente examinar mediante
optogenética el papel de la Cla en la AN, por lo cual se realizaron dos experimentos.
El primero donde se evalu6 la AN en ratones C57BL/6 a dos concentraciones altas
de sacarina en dos formas de presentacion distintas. En el segundo seleccionando
el mejor protocolo, se inhibio o activé la Cla mientras la sacarina fue presentada por

primera ocasion para analizar su efecto en la AN.

4. Hipétesis
H1: La inactivacién optogenética de la corteza insular anterior retrasara la AN a

sacarina en ratones C57BL/6.

H2: La activacion optogenética de la corteza insular anterior acelerard la AN a

sacarina en ratones C57BL/6.

5. Objetivos
Evaluar el efecto de la manipulacion optogenética de la corteza insular anterior

durante la neofobia a sacarina y su atenuacion en ratones C57BL/6.




5.1 Objetivos especificos
O1: Identificar un protocolo de AN a sacarina en ratones C57BL/6 utilizando dos

concentraciones altas de sacarina y dos formas de presentacion.

02: Evaluar el efecto de la inactivacién optogenética de la corteza insular anterior

durante la neofobia a sacarina y su atenuacion en ratones C57BL/6.

03: Evaluar el efecto de la activacion optogenética de la corteza insular anterior
durante la neofobia a sacarina y su atenuacion en ratones C57BL/6.

6. Metodologia
6.1 Experimento 1: Identificacion de un protocolo de AN en ratones C57BL/6

6.1.1 Sujetos
Se utilizaron 27 ratones C57BL/6 mayores de 4 semanas de edad (S0.5-1B n=6,
S0.5-2B n=6, S1-1B n=10, S1-2B n=5), los cuales se mantuvieron hospedados de
forma individual en un ciclo de luz oscuridad de doce horas con acceso a agua y

comida ad libitum hasta el momento antes de la intervencion.

6.1.2 Neofobia y atenuacién de la neofobia
Los ratones fueron sometidos a un protocolo de privacion de agua por 16 horas. En
la primera presentacion de agua del dia, los ratones fueron colocados en un tazén
de acrilico de 36 cm de altura por 40 cm de didmetro en donde se colocé uno o dos
bebederos con 10 mL agua durante 20 minutos, la cantidad de agua consumida fue
medida utilizando como referencia el peso del bebedero. Esto se repitié hasta que
por 4 dias consecutivos el consumo fuera estable, lo que fue considerado como la

linea base (LB).

Al dia siguiente, para el protocolo de un bebedero, el agua fue sustituida por una
solucion de sacarina al 0.5% o0 1%, la cual fue presentada por los siguientes tres
dias. Para el protocolo de dos bebederos, sdlo uno de los bebederos fue sustituido
por una solucion de sacarina al 0.5% o0 1% la cual fue presentada por los siguientes

cuatro dias (Figura 5).




La segunda presentacion de agua del dia se realizé ocho horas después en su caja
hogar donde fue colocado un bebedero con agua por 20 minutos todos los dias que

se realizo el protocolo para todos los grupos.

A Protocolo de un bebedero

7 = O = W7

Linea Base Neofobia Atenuacion de la neofobia

Protocolo de dos bebederos

B B

0 =2 = !

Linea Base Neofobia Atenuacion de la neofobia

Figura 5. Representacion esquematica de la presentacion de soluciones en ambos
protocolos. A: Protocolo de un bebedero. B: Protocolo de dos bebederos.
6.1.3 Andlisis de los resultados

El valor correspondiente a la LB se obtuvo promediando el consumo de las ultimas
cuatro sesiones. Posteriormente los datos fueron normalizados, para el protocolo
de un bebedero el consumo fue normalizado en porcentaje, donde el consumo
promedio durante la LB corresponde al 100 por ciento y el consumo de las sesiones
sacarina 1 (S1) a sacarina 4 (S4) se convirtié con base en el consumo promedio de
la LB, posteriormente se realiz0 una prueba de analisis de varianza (ANOVA) de
una via para medidas repetidas. Para el protocolo de dos bebederos el consumo se
reporta en indice de preferencia que se calcula dividiendo el volumen de cada
bebedero sobre el volumen de consumo total de la sesién, posteriormente se realizé

una prueba ANOVA de dos vias para medidas repetidas.
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6.2 Experimento 2: Manipulacién optogenética de Cla en la neofobia a sacarina

6.2.1 Sujetos
Se utilizaron 27 ratones C57BL/6 de ocho semanas de edad (eNpH3.0+: n=8,
eNpH3.0-: n=7, ChR2+: n=5, ChR2-: n=7), los cuales se mantuvieron hospedados
de forma individual en un ciclo de luz/oscuridad de doce horas con acceso a agua y

comida ad libitum hasta el momento antes de la intervencion.

6.2.2 Transfeccion de los proteinas fotosensibles
Se realiz6 una cirugia estereotaxica para transfectar un adenovirus que permite la
expresion de una proteina de halorodopsina (AAV5/CaMKIla-eNpH3.0-eYFP)
(Grupo eNpH3.0+), un proteina de chanelrodopsina (AAV5/CaMKlla-
hChR2(H134R)-eYFP) (Grupo ChR2+) o de un adenovirus que no expresa una
proteina fotosensible (AAV5/CaMKIlla-eYFP) (Grupos eNpH3.0- y ChR2-) en
neuronas piramidales de la corteza insular anterior (AP: +1.9; ML: £2.8; DV: -2.4 de
acuerdo con Paxinos, 2004 (Figura 6). Durante la misma cirugia se implantaron
fibras opticas de estimulacion (0.22 NA, diametro 62,5 uym, Thorlabs, USA) 0.2 mm
sobre el &rea de transfeccion, las cuales fueron fijadas al craneo utilizando cemento
dental. Los ratones tuvieron un periodo de recuperacion de 5 semanas para la
correcta expresion de las proteinas fotosensibles tras las cuales fueron sometidos

a la intervencion conductual.

6.2.3 Inhibicion y activacion de la Cla durante la neofobia
Se utilizé el mismo protocolo descrito anteriormente utilizando el protocolo de un

bebedero a la concentracién de 0.5% de sacarina.

En los grupos eNpH3.0+ y eNpH3.0-, durante la primera sesion de sacarina
(neofobia) se fotohinibi6 la Cla durante toda la sesion utilizando un pulso continuo
de luz continuo de 532 nm de 10-12 mW utilizando un laser de 150 mW de OEM
Laser Systems, USA. Estos parametros fueron usados en el trabajo de Galvez-
Marquez et al., (2022). (Figura 7A).




En los grupos ChR2+ y ChR2-, durante la primera sesion de sacarina (neofobia) se
fotoactivo la Cla durante toda la sesion utilizando un pulso de 10 Hz (5ms, 1s on/2s
off) de luz de 473 nm de 10-12 mW utilizando un laser de 150 mW de OEM Laser
Systems, USA. Pardmetros modificados de Gehrlach et al., (2019) (Figura 7B).
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Figura 6. Representacion visual de la zona de transfeccién de las proteinas
fotosensibles y de la implantacion de las fibras épticas (Modificado de Paxinos &
Franklin, 2019).
6.2.4 Analisis de los resultados
El valor correspondiente a LB se obtuvo promediando el consumo de las ultimas 4
sesiones. Posteriormente los datos fueron normalizados en porcentaje, donde el
consumo promedio durante la LB corresponde al 100 por ciento y el consumo de las

sesiones sacarina 1 (S1) a sacarina 4 (S4) se convirti6 con base en el consumo




promedio de la LB, posteriormente se realiz6 una prueba de andlisis de varianza

(ANOVA) de dos vias para medidas repetidas.

A Inhibicion de la Cla
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Linea Base Neofobia Atenuacién de la neofobia

B Activacion de la Cla
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Linea Base Neofobia Atenuacion de la neofobia
Figura 7. Representacion esquematica del momento de la manipulacion
optogenética de la Cla. A: Inhibicion de la Cla durante la neofobia a sacarina. B:
Activacion de la Cla durante la neofobia a sacarina.
6.2.5 Confirmacion histolégica de la transfeccion
Al término del protocolo se administré una dosis letal de pentobarbital sédico, una
vez que ya no se exhibieron reflejos se realiz6 una perfusion transcardiaca con 10
mL de solucién salina al 0.9% seguida de 10 mL de paraformaldehido al 4% en un
buffer de fosfatos 0.1M para extraer el cerebro. Los cerebros se mantuvieron por 24
horas en paraformaldehido al 4% para que se fijaran correctamente, después fueron
cambiados a una solucion de sacarosa al 30% durante cuatro dias para
crioproteccion. Se obtuvieron cortes coronales de 40 um en un criostato a -20°C que
se mantuvieron en flotacion en un buffer de tris base 0.1M (TBS). Los cortes fueron
seleccionados y posteriormente fueron sometidos a un bafio con DAPI (4',6-

diamidino-2-fenilindol) 0.1M para marcar los nucleos. Finalmente se capturaron




imagenes de la zona de infeccion y la fibra dptica utilizando el microscopio confocal
invertido ZEISS LSM 800.

7. Resultados
7.1 Experimento 1: Identificacion de un protocolo de AN en ratones C57BL/6

7.1.1 Protocolo de un bebedero
Se comparo el porcentaje de consumo de la LB con el consumo en las sesiones
posteriores de sacarina al 0.5% (S1-S4) utilizando una prueba ANOVA de una via
de medidas repetidas (F@a20 = 15.81, P < 0.0001), se encontraron diferencias
estadisticamente significativas a lo largo de las sesiones. El andlisis post hoc de

Bonferroni mostro diferencias significativas (P < 0.05) entre las sesiones S1 vs. S2-

Sacarina 0.5%
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Figura 8. Consumo de sacarina al 0.5% en un bebedero. Consumo de sacarina
representado en porcentaje donde el 100% corresponde al promedio de consumo
en la linea base (LB). Se observa una respuesta neofobica leve en S1 que atenta
velozmente a partir de S2. EI ANOVA de una via de medidas repetidas mostro
diferencias a través de las sesiones, el analisis post hoc de Bonferroni sefialé entre
las sesiones S1 vs. S2-S4 (* = p < 0.05).
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Figura 9. Consumo de sacarina al 1% en un bebedero. Consumo de sacarina
representado en porcentaje, donde el 100% corresponde al promedio de consumo
en la linea base (LB). Se observa una respuesta neofébica fuerte (P=0.0003) en S1
con una atenuaciéon rapida a partir de S2. El ANOVA de una via de medidas
repetidas mostré diferencias a través de las sesiones, el analisis post hoc de
Bonferroni sefialé entre las sesiones LB vs S1 (*= P < 0.05) y entre las sesiones S1
vs. S2- S4 (# = P < 0.05).
S4, mientras que no se encontraron diferencias significativas entre las sesiones LB
vs. S1. Esto indica que pese a que se observa una tendencia a disminuir el consumo
de sacarina durante la primera presentacion que corresponde a la neofobia esta no
resultdé significativa estadisticamente. Sin embargo, posterior a esta sesion el
consumo de sacarina aumenta mas del 40% de la LB, lo que se puede interpretar

como AN a sacarina (Figura 8).

Se comparod el porcentaje de consumo de la LB con el consumo en las sesiones
posteriores de sacarina al 1% (S1-S4) utilizando una prueba ANOVA de una via de
medidas repetidas (F @436 = 27.50, P < 0.0001), se encontraron diferencias

estadisticamente significativas a lo largo de las sesiones. El andlisis post hoc de




Bonferroni mostro diferencias significativas (P < 0.05) entre las sesiones LB vs. S1
y S1 vs. S2-S4. Esto reveld que la solucion de sacarina al 1% presenté en S1 una
respuesta neofébica fuerte que se atenud velozmente en las sesiones posteriores
(Figura 9).

7.1.2 Protocolo de dos bebederos
Al comparar el consumo cuando se presentan dos opciones simultaneas a través
de un indice de preferencia de consumo, cuando se presenté en una de ellas
sacarina al 0.5%, la prueba ANOVA de dos vias (Fs, s0) = 18.54, P < 0.0001) mostro
diferencias estadisticas a lo largo de las sesiones. El analisis de Bonferroni post hoc
posterior mostrd una diferencia significativa (P < 0.05) en la sesiones S1, S3, S4y
S5. Este resultado indica que, durante la LB, la preferencia de ambos bebederos es
equivalente mientras que en S1 se muestra una fuerte preferencia por la opcién de

agua que se revierte a partir de S3 (Figura 10).
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Figura 10. Consumo por cada bebedero, la linea punteada representa el 50% de
preferencia. Se observa que no hay preferencia cuando ambas opciones son
iguales (P >0.9999). Posteriormente durante la presentacion se sacarina novedosa
en S1 se presenta una fuerte preferencia por la opcion que contiene agua (P <
0.0001) que se revierte a partir de S3. EI ANOVA de dos vias de medidas repetidas
mostré diferencias significativas en las sesiones, el analisis post hoc de Bonferroni
sefald en las sesiones S1, S3, S4y S5 (*= P < 0.05)




Al comparar el consumo cuando se presentan dos opciones simultaneas a través
de un indice de preferencia de consumo, cuando se presentd en una de ellas
sacarina al 1%, la prueba ANOVA de dos vias (F (s, 40) = 19.40, P < 0.0001) mostro
diferencias estadisticas a lo largo de las sesiones. El andlisis post hoc de Bonferroni
mostré diferencias significativas (P < 0.05) en las sesiones S1y S5. Esto indica que
durante la LB la referencia por ambas opciones es equivalente mientras que en S1
se muestra una fuerte preferencia por la opcion de agua (P<0.0001), que se
empieza a revertir a partir de S3, pero no se vuelve significativo hasta S5 (P<0.0001)
(Figura 11).

Tanto la sacarina a concentracion media como alta lograron generar una respuesta
neofdbica robusta en ambos protocolos, mostrando una mayor respuesta neofébica

cuando se utilizo la concentracion de 1% de sacarina. Sin embargo, la AN tiene una
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Figura 11. Consumo por cada bebedero, la linea punteada representa el 50% de
preferencia. Se observa que no hay preferencia por ningin bebedero cuando
ambas opciones son iguales (P = 0.1597). Posteriormente durante la presentacion
se sacarina novedosa en S1 se presenta una fuerte preferencia por la opcién que
contiene agua (P < 0.0001) que se revierte en S3 y se vuelve significativa hasta S5.
El ANOVA de dos vias de medidas repetidas mostro diferencias significativas en
las sesiones que el analisis post hoc de Bonferroni sefialo en las sesiones S1y S5
(*= P <0.05)




curva de aprendizaje mas rapida y con un valor maximo mas alto cuando se utilizé
la concentracion de 0.5% en ambos protocolos con una mayor relevancia con un
bebedero. Ya que ambos protocolos en ambas concentraciones lograron
representar correctamente el fenomeno deseado se tuvo en consideracion otros
factores para considerar a una de estas cuatro versiones como el modelo a utilizar
como lo fue el volumen de agua consumida total por cada sesion. Los ratones
C57BL/6 al ser animales de una talla pequefia, con un periodo de privacion de agua
de 18 horas consumieron una cantidad total de agua de 0.9 mL en promedio por

sesion.

Tomando esto en consideracion cuando se analiza el protocolo de dos bebederos
el volumen promedio de consumo por cada bebedero es de 0.45 mL y ya que una
sola gota de agua puede albergar hasta 0.25 mL de agua, el error que se puede
producir cuando una sola se derrame puede ser bastante significativo. Por este
motivo, pese a que la interpretacion que ofrece el protocolo de un bebedero es mas
clara ya que al amortiguar la variable producida por la sed de los animales, resulta
mas adecuado el protocolo de un bebedero donde el efecto de la pérdida de
volumen puede verse mejor amortiguado y el efecto de la sed producida por la

privacion de agua no muestra un efecto relevante.

Cuando se analiza la neofobia y la atenuacion producida en el protocolo de un
bebedero entre ambas concentraciones podemos observar que, aunque la
respuesta neofdbica producida por la sacarina al 0.5% es menor, la atenuacion que
produce es mayor que la que genera la concentracién al 1%. Esto puede ser
consecuencia a que la concentracion de 1% se encuentra cerca del limite de
preferencia por sacarina ya que al ser un estimulo mas saliente genera una repuesta
neofdbica mayor la concentracién al 0.5%, que al estar en el centro de la curva de
preferencia genera una preferencia mas fuerte teniendo una atenuacion a la
neofobia mas rapida y alta. Con esto en consideracion se decidi6 utilizar en adelante

el protocolo de un solo bebedero a la concentracion de 0.5%.




7.2 Experimento 2: Manipulacién optogenética de Cla en la neofobia a sacarina

7.2.1 Confirmacion histolégica de la transfeccion
La imagen representativa obtenida muestra que la expresion de las proteinas
fotosensibles se encuentra en la Cla, asi mismo, la fibra 6ptica de estimulacion se
encuentra sobre la zona de expresion lo que permiti6 que el haz de luz incidiera

correctamente sobre la Cla (Figura 12).

7.2.2 Inhibicion de la Cla durante la neofobia a sacarina

Al comparar el consumo entre el grupo eNpH3.0+ y eNpH3.0- cuando se inhibié la
Cla durante la presentacion de sacarina al 0.5% utilizando una prueba ANOVA de
dos vias (F@, 39) = 20.57, P < 0.0001) se encontraron diferencias estadisticas a lo
largo de las sesiones, que el andlisis post hoc de Bonferroni revel6 una diferencia
significativa (P < 0.05) durante la sesion S2. Este resultado indica que la respuesta
neofdbica se present6 de nuevo durante la segunda presentacion de sacarina en el
grupo eNpH3.0+ mientras que esta respuesta ya se habia atenuado en el grupo
eNpH3.0- (Figura 13).

7.2.3 Activacion de la Cla durante la neofobia a sacarina
Al comparar el consumo entre el grupo ChR2+ y ChR2- cuando se activo la Cla
durante la presentacién de sacarina al 0.5% utilizando una prueba ANOVA de dos
vias (F@, 30) = 40.00, P < 0.0001) se mostraron diferencias estadisticas a lo largo de
las sesiones, que el analisis post hoc de Bonferroni revel6 una diferencia
significativa (P < 0.05) durante la sesién S2. Este resultado indica que la AN se vio

acelerada durante la sesion S2 (Figura 14).
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Figura 12. Imagen representativa de la expresion de las proteinas fotosensibles.
A: Lamina coronal del cerebro de raton donde se marca en la linea punteada de
color rojo la Cla. B: Expresion de los canales fotosensibles a través de la proteina
reportera eYFP en color verde, donde ademas se observa la fibra Optica de
estimulacién sobre la zona de transfeccion. C: Marcaje fluorescente de los
nucleos celulares a través de la tincion DAPI. D: Union de los canales eYFP y
DAPI donde se observa la expresion de los canales fotosensibles en la Cla
marcada con la linea punteada y la fibra optica de estimulacién.
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Figura 13. Efecto de la inhibicion de la Cla en la atenuacion de la neofobia a
sacarina. Se puede observar la curva de atenuacion a la neofobia a sacarina
donde el grupo eNpH3.0- presenta atenuacion de la neofobia desde la sesion
S2 mientras que el grupo eNpH3.0+ cuya Cla fue inhibida durante S1,
presenta un retraso en la atenuacion de la neofobia en S2. El ANOVA de dos
vias de medidas repetidas mostré diferencias entre los grupos que el analisis
post hoc de Bonferroni sefialé en la sesion S2 (*=p<0.05).

Activacion de Cla en la neofobia

2001
-~ ChR2+
150 Q- ChR2-
_GJ
<
S 100
et
(@)
(ol
50
0 |

1 I T
LB S1 (Neo) S2 S3
Figura 14. Efecto de la activacion de la Cla en la atenuacion de la neofobia a
sacarina. Se puede observar la curva de atenuacion a la neofobia a sacarina
donde el grupo ChR2+ presenta una aceleracion en la atenuacion de la
neofobia desde la sesion S2. EIl ANOVA de dos vias de medidas repetidas
mostro diferencias entre los grupos que el analisis post hoc de Bonferroni
sefial6 en la sesién S2 (* = P < 0.05).




8. Discusion
Un efecto que se observo durante el desarrollo de los experimentos fue que el
consumo se relacionaba directamente con el tamafio de los animales, siendo asi
que los ratones mas grandes (~28 gramos) presentaron un consumo mas elevado
que los ratones mas pequefios (~21 gramos) (Figura 15), por lo cual se propuso
utilizar una normalizacién distinta donde sea considerado el peso individual de los
ratones relacionado con el consumo de cada sesion. Este valor se obtuvo con el
peso de los ratones, los cuales fueron pesados diariamente previo al inicio de cada
sesion y el volumen en mL de consumo de cada sesién. Donde el volumen fue

dividido por el peso del ratén en esa sesion.

Como consecuencia de esta nueva forma de representacién de los datos, se
observé que en ambos casos a pesar de que se separa ligeramente el valor de la
LB, no presentaron diferencias estadisticamente significativas (eNpH3.0+ vs.
eNpH3.0-: ANOVA de dos vias, Fa, 390 = 3.272, P > 0.9999; ChR2+ vs. ChR2-:
ANOVA de dos vias, F,30) = 3.102, P > 0.9999). De la misma forma se observé que
hubo una ligera separacion durante S1 entre los grupos eNpH3.0+ y eNpH3.0- que
no resulté significativa (ANOVA de dos vias, Fs, 39) = 3.272, P > 0.9999).

En el caso de la inhibicién de la Cla se observé que en S2 se mantiene el efecto de
retraso de la AN (P= 0.0045), mientras que en el caso de la activacion de la Cla en

S2 se mantuvo el efecto de aceleracion de la AN (P= 0.0208) (Figura 16).

Este tipo de normalizacién permite tomar en consideracién la modificacion en el
consumo producido por la diferencia de peso entre los ratones a lo largo de las
sesiones, sin modificar la forma de los resultados considerablemente, esto nos
permite visualizar y analizar los datos obtenidos, eliminando el factor que pudiera
tener esta variable y que podria pasar desapercibida facilmente. Otro componente
de la conducta que fue observado durante la realizacion de los experimentos es
que, durante la sesion de neofobia, la velocidad y el nimero de lengleteos
exhibidos por los ratones era diferente al de otras sesiones, sin embargo, ya que no

contamos con una herramienta que nos permita evaluar este fenomeno




proponemos que en trabajos posteriores esta caracteristica se evallue con el fin de

explorar el efecto de esta conducta observada.
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Figura 15. Peso de los ratones C57BL/6 a largo del protocolo experimental. A la
izquierda se presentan los pesos de los animales de los grupos eNpH3.0+ y
eNpH3.0-, a la derecha se presentan los pesos de los animales de los grupos
ChR2+ y ChR2-. Se puede observar en ambos casos que existe una gran
heterogeneidad en el peso de los animales entre los 20 y los 28 gramos.
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Figura 16. Inhibicion y activacion de la Cla considerando el peso. Se puede
observar el efecto del peso de los ratones durante el consumo de sacarina donde
se puede ver que la dindmica obtenida se mantiene (* = P < 0.05).




8.1 Inhibicion de la Cla durante la neofobia a sacarina.

Como se puede observar en la Figura 13, la inhibicion optogenética de la Cla
durante la sesién de neofobia no tuvo un efecto en la expresion de la respuesta
neofdbica, sin embargo, en la sesion posterior cuando la sacarina fue presentada
por segunda ocasion el grupo eNpH3.0+ volvié a expresar la respuesta neofobica
mientras que el grupo eNpH3.0- atenu0 esta respuesta. Al dia siguiente durante la
tercera presentacion de sacarina, ambos grupos expresaron una respuesta
neofobica atenuada. Eso sugiere que la inhibicién de la Cla no tuvo un efecto en el
reconocimiento de la sacarina como un sabor novedoso ya que ambos grupos
presentan una respuesta neofobica equivalente, sin embargo, si tiene un efecto en
la formacion de la memoria de reconocimiento a la sacarina puesto que al no estar
presente la inhibicion en la segunda presentacion se forma la memoria de

reconocimiento que es expresada en la tercera sesion.

Al igual que lo observado por Rodriguez-Garcia (2016), una inhibicién transitoria de
la Cl a través del agonismo de los receptores GABAa evita la formacién de la
memoria de reconocimiento de sabor, no obstante, nosotros realizamos la inhibicién
utilizando la activacion de la proteina fotosensible halorodopsina, la cual es una
bomba de iones cloruro que en consecuencia, hiperpolariza la neurona evitando la
formacion de potenciales de accidon unicamente durante la presencia de un haz de
luz de 532 nm (Jiang et al., 2017), a diferencia de las manipulaciones
farmacoldgicas donde el efecto producido por la presencia del farmaco se mantiene
hasta que este es metabolizado, la presencia de luz ocurrié Unicamente durante los
20 minutos de la sesién de neofobia haciendo que la Cla estuviera inhibida
Unicamente durante el periodo de tiempo correspondiente al reconocimiento de la

sacarina y no al de la formacién de la memoria de reconocimiento.

Sin embargo, al hacer incidir el haz de luz de forma continua durante un tiempo tan
prolongado se pudo haber generado una lesién a consecuencia del aumento en la
temperatura del tejido y de un efecto toxico producido por la hiperpolarizacion
prolongada (Engelhard et al., 2018; Mohammad et al., 2017). Puesto que una lesién

en la Cl se ha visto que evita la expresién de neofobia a un sabor novedoso y el




consumo de este sabor novedoso se mantiene elevado a lo largo del tiempo (Lin et
al., 2018; Moraga-Amaro et al., 2014), podemos inferir que a pesar de utilizar una
estimulacién de forma tan prolongada no se generé un dafio en la Cla ya que
durante la presentacibn de la sacarina novedosa se presentd una respuesta

neofdbica robusta y en la siguiente sesion esta respuesta se volvio a presentar.

Una posible explicacion al retraso en la AN que observamos es que el efecto
hiperpolarizante de la activacion de la halorodopsina que bloqueo el efecto de algun
neurotransmisor en la Cla como pude ser la ACh, ya que se ha observado que el
bloqueo de la actividad colinérgica en la Cl bloquea la formacion de memoria de
reconocimiento a un sabor novedoso (Gutiérrez, Téllez, et al., 2003; Rodriguez-
Garcia & Miranda, 2016). Esta hipétesis puede ser explorada en futuros trabajos
analizando algun producto de la cascada de activacion de los receptores
muscarinicos, nosotros proponemos a la proteina ARC como un producto que
podria estar siendo afectado a consecuencia de la inhibiciébn optogenética, pues se
ha visto que existe un aumento en la expresion de esta proteina en la Cl cuando un
sabor es familiar a comparacion de cuando es novedoso (Morin et al., 2011),
ademas de que la expresion de esta proteina puede ser inducida por la activaciéon
de los receptores muscarinicos de tal forma que nosotros hipotetizamos que nuestra
manipulacion podria afectar la participacién de esta proteina en la formacion de
memoria de reconocimiento. Otro candidato molecular que explorar es la
sinaptofisina, que es una proteina que se ha visto que esta implicada en procesos
de formacibn de memoria y que ademas aumenta su expresion en la Cl a
consecuencia de la formacion de una memoria de reconocimiento al sabor (Grijalva
et al., 2021).

Otro neurotransmisor que también se ha visto que esta relacionado con la formacién
de memoria gustativa es la dopamina (Gil-Lievana et al., 2022; Osorio-Gomez et al.,
2021) que tiene un papel fundamental en la formacion de una memoria gustativa. Al
mismo tiempo se ha visto que la participacion dopaminérgica es necesaria para la
formacion de memoria de reconocimiento tanto gustativa como visual, la cual parece

gue esta ayudando a aumentar la saliencia de un estimulo novedoso que le permite




reconocerlo en las posteriores presentaciones (Gil-Lievana et al., 2022; Ramirez-
Mejia et al., 2023). En esta situacion particular el posible bloqueo de la actividad
dopaminérgica en la Cla durante neofobia por la halorodopsina pudo haber evitado
la formacion de la memoria de reconocimiento, lo que podria ser evaluado

posteriormente analizando algin producto de la actividad dopaminérgica en la Cla.

8.2 Activacion de la Cla durante la neofobia a sacarina.

Como se pude observar en la Figura 14, la activacion optogenética de la corteza
insular no tuvo ningun efecto en la respuesta neofébica presentada durante la primer
presentacion de sacarina, pero si en la segunda presentacion donde el consumo del
grupo ChR2+ se ve aumentado a comparacion del grupo ChR2-, esto podria indicar
que la activacion de la Cla facilita la formacion de la memoria de reconocimiento al
sabor acelerando la AN ya que durante la tercera presentacion de sacarina se
mantiene el porcentaje de consumo y es igualado por el del grupo ChR2-. Una
posible explicacion a este fendmeno podria ser que al activacion optogenética de la
Cla genere un aumento en la saliencia del estimulo modificando la velocidad de AN
puesto que ya se ha reportado que el aumento de la neurotransmision
dopaminérgica proveniente del VTA en la Cl aumenta la saliencia de un estimulo
gustativo y modifica la memoria relacionada a este (Gil-Lievana et al., 2022), sin
embargo, lo que nosotros observamos es que la estimulacibn no modifica la
saliencia del estimulo al no aumentar ni disminuir la respuesta neofébica cuando la
sacarina fue novedosa, sin embargo si podria estar modificando la saliencia
percibida de la sacarina, ayudando a la formacién de la memoria de reconocimiento
a la sacarina. No obstante, no podemos inferir que este efecto acelerador esté

siendo mediado por la actividad de otro neurotransmisor como la ACh.

Adicionalmente, se observd que la activacion de la Cl mediante el antagonismo de
los receptores GABAA previo a la presentacion de una solucion familiar de sacarina
genero que las ratas exhibieran la respuesta neofébica nuevamente (Rodriguez-
Garcia & Miranda, 2016). Por lo cual, utilizando a este mismo grupo de animales se
realizd la activacion optogenética cuando la sacarina ya era familiar en S4.

Diferencialmente a lo observado anteriormente, la activacién de la Cla no generé un
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Figura 17. Activacién de la Cla en
S4. Se puede observar que la
activacion de la Cla en S4 no
modificé el consumo de la sacarina
familiar. T de Student no significativa
(P =0.3488).

efecto en el consumo de sacarina
manteniendo un consumo elevado
(Figura 17). Este resultado nos sefiala
que la activacion de la Cla no es
suficiente para generar una respuesta
neofdbica ante un estimulo familiar, esto
puede deberse a que la activacion
farmacolégica de Rodriguez-Garcia
(2016) tanto en la Cl como en el NBM
genera un aumento en los niveles
extracelulares de ACh de la ClI, con lo cual
se puede inferir que es necesaria la
presencia en la Cl de ACh para producir
la respuesta neofébica por lo que la
manipulacion optogenética no puede

generarla si esta no esta presente.




9. Conclusiones
Pese a que el consumo de agua de los ratones C57BL/6 es pequefio después de
un periodo de privacion de 16 horas, es posible generar un modelo de AN a
sacarina, con una respuesta neofdbica robusta utilizando un protocolo de consumo
forzado con una concentracién de sacarina al 0.5%. Este modelo nos permitié
explorar el papel de la manipulacion optogenética de las neuronas piramidales
glutamatérgicas de la Cla en la AN, la cual revelé que ni la inhibicién o activacion
optogenética modificaron la expresidon de neofobia ante la presentacién de la
sacarina novedosa, sefialado que no es necesaria la participacion de la Cla en la
expresion de neofobia. En el caso de la inhibicién optogenética se observo que esta
interrumpié la formacion de memoria de reconocimiento, lo que genera que se
vuelva a exhibir la respuesta neofdbica en la segunda presentacion de sacarina, sin
embargo, es necesario buscar algun tipo de marcador molecular para identificar
sobre qué sistema estéd generando alteraciones la estimulacion optogenética como
podria ser la cascada de sefalizacion colinérgica. La activacion de la Cla genero el
aceleramiento de la AN, el cual pudo haber sido resultado de la potenciacion de la
accion de algun neurotransmisor que esta presente durante la neofobia en la Cla
fortaleciendo el trazo de memoria de reconocimiento, pero adn es necesario realizar

mas trabajos para dilucidar cual es el mecanismo por el que ocurrid este fenémeno.
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