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RESUMEN

El aprendizaje y la memoria son unas de las funciones mas complejas del cerebro, ya
que son esenciales para la supervivencia de los animales. Un tipo de memoria es la memoria
de reconocimiento al sabor. Este tipo de memoria se define como la capacidad de evaluar la
novedad o familiaridad de un estimulo y se considera una forma de memoria declarativa.
Ante la presentacion de un nuevo sabor los organismos limitan la ingesta de este, lo que
permite al organismo evaluar los efectos gastrointestinales del estimulo novedoso, cuando el
nuevo sabor no tiene consecuencias negativas se reconoce como una sefial segura lo que lleva
a un aumento en su consumo, es decir, se da el fendmeno de atenuacion de la neofobia (AN).
Pero si el nuevo sabor es asociado con malestar, los sujetos lo rechazan en la siguiente
presentacion, desarrollando una memoria de aversion al sabor de largo plazo. La memoria de
reconocimiento al sabor implica el almacenamiento de informacién a través de cambios de
plasticidad en la red neuronal del gusto, incluida la corteza insular anterior (Cla) y el area
ventral tegmental (VTA), un area critica en la liberacion de dopamina. Nuestro objetivo fue
investigar las diferencias entre la fotoestimulacion de los somas catecolaminérgicos del VTA
y las terminales catecolaminérgicas de la via VTA-Cla en la neofobia y atenuacion de la
neofobia gustativa como parte de la formacién de la memoria de reconocimiento al sabor,
particularmente sobre estimulos gustativos aversivos. En este trabajo encontramos que la
fotoestimulacion de los somas catecolaminérgicos en el VTA o de las terminales
catecolaminérgicas en la via VTA-Cla de ratones TH-Cre induce un aumento de la neofobia
gustativa a un sabor amargo de baja concentracion comparado con los grupos controles. Asi
mismo, dicha fotoestimulacion de los somas catecolaminérgicos del VTA o de las terminales
en la via VTA-Claretrasa e inhibe, respectivamente, la atenuacion de la neofobia. Estos datos
podrian indicar que la fotoestimulacion catecolaminérgica, especificamente de la via VTA-
Cla aumenta la saliencia de los estimulos, lo que en consecuencia podria estar afectando las
caracteristicas gustativas e interoceptivas de un estimulo gustativo de baja concentracion, lo
que conductualmente se expresa como un aumento en la neofobia gustativa. Finalmente, la
estimulacion optogenética de las terminales catecolaminérgicas de la Cla provenientes del
VTA asociado a un estimulo gustativo de baja concentracién es capaz de producir una
memoria de reconocimiento al sabor. Estos resultados podrian sefialar nos permiten conocer
el papel del VTA y de la via VTA-Cla en la neofobia, la atenuacion de la neofobia y las
consecuencias en la memoria de reconocimiento al sabor de un estimulo gustativo aversivo,
relacionado los cambios en la saliencia sensorial con los cambios interoceptivos. El estudio
de la saliencia de estimulos, particularmente de estimulos gustativos, es importante para
entender el fenomeno de las adicciones pues, se ha propuesto al aprendizaje de cambios
interoceptivos dados por las sustancias de abuso come fundamento de las adicciones.



INTRODUCCION

El aprendizaje se define como la adquisicion de nueva informacion, mientras que la
memoria es el proceso mediante el cual la informacién es codificada, almacenada y
recuperada (Bermudez-Rattoni, 2004; Mansvelder et al., 2019). Para el estudio de la memoria
es util dividir el fendmeno en tres etapas: la adquisicion, consolidacion y evocacion (Voss &
Paller, 2008). Durante la adquisicion el organismo obtiene informacion de las experiencias
sensoriales y las almacena como una memoria de corto plazo. Dicha informacion entra en un
proceso de consolidacion para formar una memoria de largo plazo y poder ser evocada
posteriormente (Mansvelder et al., 2019; Voss & Paller, 2008). De acuerdo con su duracion,
la memoria se puede dividir en memoria de corto plazo y de largo plazo. En la memoria de
corto plazo, la informacidn sélo se mantiene por un periodo de segundos a minutos, mientras
que la memoria de largo plazo se puede mantener incluso por afos (Sweatt, 2010). El proceso
por el cual la memoria de corto plazo se convierte en memoria de largo plazo se denomina
consolidacion (Mansvelder et al., 2019). La consolidacion de la memoria implica la
interaccion de redes neuronales, modificaciones morfologicas en las neuronas, la actividad
de diversos neurotransmisores y la sintesis de proteinas de novo, entre otros procesos (Bisaz
et al., 2014; Duszkiewicz et al., 2019; Guzméan-Ramos et al., 2018). Todos estos mecanismos
celulares ocurren en los minutos y horas posteriores a la codificaciéon de la informacion
(Redondo & Morris, 2011). La consolidacion de la memoria es una caracteristica general de
la formacion de la memoria que se encuentra en diferentes especies (Bisaz et al., 2014).

Por el contenido, la memoria se puede dividir en dos: memoria declarativa y no
declarativa (Squire & Zola, 1996; Voss & Paller, 2008). La memoria declarativa, o también
llamada explicita, es aquella memoria de hechos autobiograficos y datos semanticos, se ha
asociado a la actividad del 16bulo temporal medio y el diencéfalo. La memoria no declarativa,
o también llamada implicita, refiere a memorias procedimentales, al priming, a las memorias
asociativas y las no asociativas. La memoria no declarativa se ha asociado a la actividad del
estriado, cerebelo y amigdala (Squire & Zola, 1996; Voss & Paller, 2008). Esta division
establece que los diferentes tipos de memoria son dependientes de diferentes areas
anatomicas en el sistema nervioso central (SNC), a este modelo se le denomina Sistema de
Memorias Multiples (Sweatt, 2010).

Entre los tipos de memoria encontramos a la memoria de reconocimiento. La
memoria de reconocimiento se define como la capacidad de evaluar la novedad o familiaridad
de un estimulo, se considera una forma de memoria declarativa (Bermtudez-Rattoni, 2004;
Manns, 2017). La memoria de reconocimiento contiene por lo menos dos elementos: el
primero es el juicio que se define como la capacidad de determinar si el estimulo es novedoso
o familiar; el segundo elemento es la recoleccion de informacidén contextual asociada al
estimulo familiar o novedoso (Bermudez-Rattoni, 2014; Eichenbaum, 2010; Manns, 2017).
La memoria de reconocimiento se ha asociado a actividad en el 16bulo temporal medial y la
corteza prefrontal (Manns, 2017). Especificamente, en este trabajo nos enfocamos en la
memoria de reconocimiento al sabor, un tipo de memoria de reconocimiento, la cual se define
como la capacidad de un organismo para recordar las posibles consecuencias toxicas o
benéficas de ingerir un alimento (Bermudez-Rattoni, 2004). Varios estudios han reportado la
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importancia de la corteza insular (CI) en la adquisicion y almacenamiento a largo plazo de la
memoria de reconocimiento al sabor (Bermudez-Rattoni, 2004; Guzman-Ramos et al., 2010;
Lin et al., 2012, p. 2; Moraga-Amaro et al., 2014; Stehberg et al., 2011). En este sentido, se
ha demostrado que la estimulacion optogenética de la CI anterior puede alterar la valencia de
un sabor intrinsicamente aversivo (Peng et al., 2015), asi como alterar el consumo de
sustancias recompensantes como el alcohol o la sacarosa, no asi del consumo de agua
(Haaranen et al., 2020), lo que sugiere que la manipulacion de esta drea modula los estimulos
de tipo recompensante, pero no los neutros.

Por otra parte, la actividad del area ventral tegmental (VTA) a través de neuronas
dopaminérgicas se ha asociado a las conductas dirigidas a la busqueda de la recompensa y a
la saliencia de estimulos asociados a ellos (Salamone & Correa, 2012). Estudios de nuestro
grupo de investigacion muestran que la estimulacion optogenética de los cuerpos celulares
catecolaminérgicos en el VTA modula las respuestas neuronales de la CI anterior (Gil-
Lievana et al., 2020, 2022) y que dicha estimulacion incrementa la saliencia de los estimulos
para consolidar un nuevo estimulo gustativo sub-umbral independientemente de su valor
hedonico (Gil-Lievana et al., 2022). En este trabajo nos enfocamos en investigar la diferencia
entre la fotoestimulacion de los somas catecolaminérgicos del VTA y las terminales
catecolaminérgicas de la via VTA-CI en la formacion de la memoria de reconocimiento al
sabor a través del estudio de la neofobia y la atenuacion de la neofobia (AN), particularmente
en estimulos gustativos aversivos.

ANTECEDENTES

Memoria de reconocimiento al sabor

El aprendizaje y la memoria son unas de las funciones mas complejas del cerebro, ya
que son esenciales para la supervivencia de los animales. Un tipo de memoria es la memoria
de reconocimiento. Este tipo de memoria se define como la capacidad de evaluar la novedad
o familiaridad de un estimulo y se considera una forma de memoria declarativa (Bermudez-
Rattoni, 2004). La memoria de reconocimiento involucra por lo menos dos procesos
diferentes. Uno de ellos es la discriminacion, es decir, la capacidad de determinar si el
estimulo es novedoso o familiar y el segundo es la recoleccién de informacion contextual
(Eichenbaum, 2010). Evidencias muestran que la corteza perirrinal estd asociada a los
procesos de discriminacion de estimulos individuales, mientras que la actividad del
hipocampo se relacionaria con los procesos de recoleccion contextual y aspectos espaciales
(Balderas et al., 2015; Brown & Banks, 2015). La actividad de la CI también ha mostrado
ser necesaria para la consolidacion de la memoria de reconocimiento (Balderas et al., 2015;
Bermudez-Rattoni, 2004; Rodriguez-Ortiz et al., 2005). Un ejemplo de memoria de
reconocimiento es la memoria de reconocimiento al sabor, la cual permite al organismo
reconocer qué alimentos son seguros o peligrosos de consumir basado en sus experiencias
previas, lo que aumenta su probabilidad de sobrevivencia (Bermudez-Rattoni, 2004; Ruetti
etal., 2014).

En este sentido, se ha reportado la participacion de diversos sistemas de
neurotransmision en la adquisicion y consolidacion de la memoria de reconocimiento
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(Balderas et al., 2015; De Lima et al., 2011; Guzman-Ramos et al., 2012; Rossato et al., 2013;
Ruetti et al., 2014). Se ha propuesto la participacién de los receptores muscarinicos en la
corteza perirrinal, el hipocampo y la CI durante la formacion y consolidacion de la memoria
de reconocimiento de objetos (Balderas et al., 2015). Por otra parte, se ha reportado que la
administracién intraperitoneal de la hormona corticosterona y del propanolol, agentes
moduladores de la actividad adrenérgica, alteran la memoria de reconocimiento al sabor
(Ruetti et al., 2014). Asi mismo se ha demostrado la importancia de la actividad
dopaminérgica en la memoria de reconocimiento (De Lima et al., 2011; Guzman-Ramos et
al., 2012; Rossato et al., 2013); durante la adquisicién en una tarea de reconocimiento de
objetos se observo un aumento de la concentracion de dopamina (DA) en la CI (Guzman-
Ramos et al., 2012), mientras que la administracion de agonistas del receptor a DA tipo D1
mejoraron la memoria de reconocimiento a objeto 24 y 72 horas después de la prueba (de
Lima et al., 2011). Finalmente, se ha reportado que la actividad simultanea en la amigdala y
la corteza prefrontal (CPF) medial de los receptores tipo D1/D5 es necesaria para la
consolidacion de memoria de reconocimiento de objetos (Rossato et al., 2013). Como se
observa, se ha demostrado la participacion de varios sistemas de neurotransmisores
involucrados en la formacion y consolidacion de la memoria de reconocimiento,
especialmente de la DAy de la CI.

Ante la presentacion de un nuevo sabor los organismos limitan la ingesta de este
(Figura 1), lo que permite al organismo evaluar los efectos gastrointestinales del estimulo
novedoso, este fendmeno se le conoce como neofobia (Bermudez-Rattoni, 2004; Grau-
Perales et al., 2021; Lin et al., 2012). La neofobia gustativa es un fendémeno que ha permitido
el estudio de la memoria de reconocimiento al sabor (Bermudez-Rattoni, 2004). La actividad
de diversas areas del SNC ha mostrado tener un papel en la neofobia gustativa. En el caso de
la corteza perirrinal, se ha reportado que lesiones de esta area interrumpen la respuesta inicial
de neofobia, asi como previene la formacion del trazo de memoria que convierte un sabor de
novedoso a familiar (Ramos, 2020). Una medida til para evaluar la neofobia son los patrones
de lengiieteo ante la presentacion de un nuevo sabor; entre las medidas a evaluar se
encuentran el nimero promedio de lengilieteos que un animal hace sin tomar pausas, la
eficacia del lengiieteo, entre otros (Lin et al., 2012).

Cuando el nuevo sabor no tiene consecuencias negativas se reconoce como una sefial
segura lo que lleva a un aumento en su consumo, es decir, se da el fendmeno de atenuacion
de la neofobia (AN). Pero si el nuevo sabor es asociado con malestar, los sujetos lo rechazan
en la siguiente presentacion, desarrollando una memoria de aversion al sabor de largo plazo
(Bermudez-Rattoni, 2004; Rodriguez-Ortiz et al., 2005). Se ha planteado que el incremento
de la ingesta durante la AN constituye una forma asociativa de aprendizaje (Bermudez-
Rattoni, 2004; Domjan, 1976). La AN depende de la asociacion de una sefial gustativa con la
ausencia de consecuencias aversivas, por lo que la informacidn gustativa sirve para predecir
si es seguro consumir dichos alimentos en encuentros posteriores. A esta propuesta se
denominada teoria de la seguridad aprendida, lo que implica que el animal aprende que no
hay consecuencias negativas asociadas con el sabor (Bermtidez-Rattoni, 2004; Nachman &
Jones, 1974). Se ha demostrado que la AN es mas susceptible de disrupcion que la asociacion



entre gusto y malestar (Bermudez-Rattoni, 2004). En pruebas de AN se ha demostrado u
aumento de la actividad de la proteina c-Fos en el nticleo accumbens (NAc) shell (Grau-
Perales et al., 2019). Asi mismo, la manipulacion de la actividad dopaminérgica en el
hipocampo ventral (Grau-Perales et al., 2021) modula la expresién de AN en un protocolo de
memoria de reconocimiento al sabor dependiente de contexto, pues antagonistas
dopaminérgicos interrumpe la AN (Grau-Perales et al., 2021). Finalmente, se ha demostrado
que la inhibicidon de sintesis de proteinas de la CI (Rodriguez-Ortiz et al., 2005) y la
manipulacion de los receptores glutamatérgicos mGluR1 en esta area (Ramirez-Lugo et al.,
2015) alteran la AN en un modelo en roedores.

Figura 1. Trazos
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disminucion del consumo (neofobia) durante la primera presentacion de sacarina. Los circulos morados
representan un grupo que recibidé un agente inductor de malestar (una inyeccion intraperitoneal de cloruro de
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gusto. Los circulos rosados representan un grupo que mostrd atenuacion de la neofobia, ya que estos animales
no recibieron cloruro de litio. (¢) Curso temporal de los acontecimientos después de la presentacién de un nuevo
gusto. La percepcion del gusto desencadena la formacion de un trazo de memoria gustativa; si se induce
malestar durante este intervalo, entonces se lleva a cabo la asociacion y comienza un proceso de consolidacion.
Imagen tomada de Bermudez-Rattoni (2004).

En resumen, la memoria de reconocimiento al sabor es un tipo de memoria con
relevancia para la sobrevivencia de los individuos, pues permite evitar alimentos con posibles
consecuencias negativas (Bermudez-Rattoni, 2004; Lin et al., 2012). La memoria de
reconocimiento al sabor puede estudiarse a través de procesos como la neofobia gustativa y
la AN (Bermudez-Rattoni, 2004; Lin et al., 2012), ambos involucran diversas areas del SNC,
entre ellas la CI (Bermtdez-Rattoni, 2014; Rodriguez-Ortiz et al., 2005) y la actividad de
neuromoduladores como la DA (De Lima et al., 2011; Guzman-Ramos et al., 2012; Rossato
etal., 2013).

Via gustativa

El sabor tiene principalmente dos funciones: la primera es identificar la toxicidad y/o
nutrientes de un alimento (Chaudhari & Roper, 2010) y la segunda funcion es preparar al
cuerpo para metabolizar los alimentos una vez que son ingeridos (Breslin, 2013). El sistema
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gustativo ha evolucionado de tal manera que es capaz de distinguir entre sustancias apetitivas
y sustancias aversivas (Gutierrez et al., 2020). Este sistema detecta gran variedad de
moléculas gracias a la activacion de receptores localizados en las papilas gustativas; estas
son conjuntos de hasta 100 células neuroepiteliales polarizadas que forman “islas” compactas
y de columnas pseudoestratificadas incrustadas en el epitelio de la cavidad oral y en la faringe
(Breslin, 2013; Chaudhari & Roper, 2010; Gutierrez et al., 2020).

La estimulacion de los receptores al sabor se traduce en una variedad de atributos
multisensoriales como la identidad del sabor, valor hedénico y la intensidad del sabor
(Gutierrez et al., 2020; Wang et al., 2018). La identidad y la valencia hedoénica del sabor son
caracteristicas que estan relacionadas. Por ejemplo, los mamiferos tienen una preferencia
innata por los estimulos dulces y una aversion por los estimulos amargos. Asi mismo la
valencia del estimulo, la cualidad de un estimulo de ser apetitivo o aversivo al individuo,
puede modificarse por la concentracion del estimulo, por otros estimulos asociados al sabor
o por el estado del organismo (Staszko et al., 2020).

Se han identificado y caracterizados cuatro tipos de células receptoras al sabor: tipo
I, tipo 11, tipo III y células basales (Chaudhari & Roper, 2010; Gutierrez et al., 2020). El tipo
I son las células receptoras al sabor mas abundantes y su funcion mas estudiada es la de
mantener la homeostasis en las papilas gustativas, pues ademas engullir otras células, cuenta
con canales ROMK los cuales eliminan el K+ acumulado durante los potenciales de accion
prolongados, se han asociado el procesamiento del sabor salado (Chaudhari & Roper, 2010).

Las células de sabor de tipo II, también llamada células receptoras, cuenta con
receptores membranales acoplados a proteina G (GPCR) con siete dominios
transmembranales (Chaudhari & Roper, 2010). Se han reportado por lo menos tres tipos de
GPCR y la combinacion de estos permite la deteccion de los diferentes sabores: los tipos
TIRI1+TIR3 detectan el sabor umami, los tipos TIR2+T1R3 detectan el sabor dulce y la
familia de los T2R detectan el sabor amargo (Breslin, 2013; Chaudhari & Roper, 2010;
Gutierrez et al., 2020). Las células tipo III procesan informacion de los sabores acidos y
soluciones carbonadas. Finalmente, las células basales se describen como esféricas u ovoides,
los procesos de este tipo de células no alcanzan el poro de las papilas gustativas, por lo que
se consideran cé€lulas al sabor inmaduras (Chaudhari & Roper, 2010). De manera general, la
via de sefializacion en las papilas gustativas al detectar un sabor comienza con las células
tipo II que detectan y discriminan los sabores dulce, amargo y umami, estas generan sefales
de Ca2+ y liberan ATP a través de hemicanales de pannexina 1. El ATP extracelular excita
receptores de ATP (P2X, P2Y) en aferentes nerviosas y en células de sabor tipo III; el ATP
produce una excitacion secundaria en las células tipo III integrando las sefiales gustativas y
a su vez libera neurotransmisores como la serotonina que pueden inhibir las células tipo II.
Por otra parte, en las células de sabor tipo III los 4cidos orgédnicos penetran a través de la
membrana plasmatica y acidifican el citoplasma donde se disocian para acidificar el citosol,
ahi se cree que el H+ intracelular bloquea un canal de K+ sensible a protones y despolariza
la membrana, posteriormente los canales de Ca2+ activados por voltaje elevarian el Ca2+
citoplasmico para desencadenar la exocitosis de las vesiculas sinépticas. Finalmente, el sabor
salado se detecta mediante la permeacion directa de iones de Na+ a través de los canales
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16nicos de la membrana para despolarizar la membrana (Chaudhari & Roper, 2010; Gutierrez
et al., 2020).

Una vez estimulados los diferentes tipos de receptores al sabor, la informacion se
transmite a través de los nervios facial, glosofaringeo y vago al SNC (Bermudez-Rattoni,
2004) (Figura 2); el primer relevo en el SNC para el procesamiento gustativo es la porcion
rostral del nucleo del tracto solitario. En los roedores, pero no en los humanos, la informaciéon
asciende al nucleo parabraquial dorsolateral del Puente de Varolio que posteriormente
proyecta al nucleo paraventricular del hipotalamo lateral, al nucleo basolateral (BLA) y
central (CeA) de la amigdala, a las células parvocelulares del talamo posteromedial ventral
y finalmente, al ultimo relevo de la via gustativa: la CI (Bermudez-Rattoni, 2004; Gutierrez
et al., 2020). La informacién gustativa proveniente de la lengua asciende a la CI (a través de
sus relevos) de manera ipsilateral y contra-lateralmente (Stevenson et al., 2013). Aunque en
humanos se ha reportado la falta de relevo en el nucleo parabranquial dorsolateral en la via
gustativa, existen reportes del relevo en este nucleo en el flujo de la informacion visceral
(Staszko & Boughter, 2020; Topolovec et al., 2004), un componente importante los estimulos
gustativos.

Thalamus
Glossopharyngeal 4
nerve IX AMYG
Facial nerve VII EOSS"a' NBM | BLA
Vagus nerve X N NTS PBN
— auda -
AP ——| US —> e

Figura 2. Esquema de las vias gustativa y visceral. AMYG, amigdala; AP, area postrema; BLA,
ntcleo basolateral de la amigdala; CEA, nucleo central de la amigdala; CS, estimulo condicionado; dls,
subnucleo dorsolateral; els, subnucleo lateral exterior; IC, corteza insular; NBM, ntcleo basal magnocelular;
NTS, nucleo del tracto solitario; PBN, ntcleo parabraquial; VPL, nucleo ventral posterior lateral del talamo;
VPM, nucleo posteromedial ventral del talamo. Las lineas continuas representan axones que transportan
informacion gustativa o visceral. Las lineas discontinuas representan proyecciones que se sabe que estan
involucradas en la aversion condicionada al gusto. Imagen tomada de Bermudez-Rattoni (2004).

En la CI, el tltimo relevo de la informacidn gustativa, la presentacion de un estimulo
gustativo novedoso, como la sacarina y la quinina, induce un incremento en la liberacion de
acetilcolina (ACh) y DA (Bermudez-Rattoni, 2004; Guzman-Ramos et al., 2010; Miranda et
al., 2000). La ACh actta sobre receptores muscarinicos y activa a la fosfolipasa C (PLC). La
PLC activa proteinas cinasas tipo C (PKC) lo que induce la fosforilacion de receptores tipo
acido N-metil-D-aspartico (NMDA) y contribuye a la formaciéon de la memoria (Roberson et
al., 1999). Una vez que el sabor se ha vuelto familiar, la liberacion de ACh disminuye
(Bermudez-Rattoni, 2004; Miranda et al., 2000). Por otra parte, la DA activa receptores tipo
D1 que incrementan los niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) a través de
adenilato ciclasa (AC), activando proteinas cinasas tipo A (PKA) las cuales activan a factores
de transcripcidon como CREB (proteina de respuesta a elementos vinculantes a AMPc, por



sus siglas en inglés) y cinasas reguladas por senales extracelulares (ERK) (Guzman-Ramos
et al., 2012). Finalmente, la informacion visceral que se asocia con un estimulo gustativo
induce la liberacion de Glu en la CI promoviendo una cadena de sefializacion que incluye la
fosforilacion de PKA, PKC, actividad de la proteina calcio calmodulina cinasa IT (CaMKII),
de CREB y de ERK, entre otras (Bermtudez-Rattoni, 2014; Guzméan-Ramos et al., 2012). En
conjunto, estas evidencias sugieren que la actividad de la CI es esencial para el procesamiento
de la informacién gustativa, futuras investigaciones son necesarias para determinar su
participacion en la formacion, consolidacion y evocacion de memorias de aversion al sabor.

Corteza Insular

Localizacion

La CI mantiene una ubicacion anatdmica similar interespecies (Gogolla, 2017). En
los primates, incluidos los humanos, la CI se pliega profundamente dentro del surco lateral
de cada hemisferio escondida entre los 16bulos frontales, parietales y temporales; en especies
lisencefalicas, como ratones y ratas, la insula se encuentra expuesta en la superficie lateral
del hemisferio por encima de la cisura rinal y con una porcion localizada ventral a la corteza
olfatoria (Gogolla, 2017; Maftei et al., 2012). La CI comprende tres areas que difieren en su
citoarquitectura: las subdivisiones granular, disgranular y agranular (Figura 3) (Bermudez-
Rattoni, 2004; Gogolla, 2017; Maffei et al., 2012; Pushparaj et al., 2015). La CI granular
tiene una estructura clasica de seis capas, en la CI disgranular la capa IV es mas delgada y en
la CI agranular la estructura es trilaminar pues, no se encuentra la capa IV y las capas Vy VI
se fusionan (Gogolla, 2017; Maffei et al., 2012).

A A%, B Figura 3. Anatomia de la
‘) X \‘ j corteza insular. A) Representacion
N =8 esquematica del CI en humanos, las
< - S coordenadas son de la comisura

‘ anterior. B) Representacion
( A - esquematica del CI en ratones y ratas a
c f » \( \\_ lo largo del surco rinal que muestra a la
A e Ty CI granular (GI), disgranular (DI) y
54 agranular (AI). C) Representaciones
5267 esquematicas de secciones coronales de
£C /"‘ h 5 ® ﬂ;’ ratones (izquierda) y ratas (derecha) en
| 1 —é 4 MOE!:; J—*H*—*H—f R varias secciones anterio-porterior desde
G 2 = 3 j:’; 2 - bregma como cero. Imagen tomada de
2’.0 i Bermudez-Rattoni (2014).
C
= |14 ~ ) { o 4| | b T \ =/
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+14 +22 +1.1 +1.7 +0.0 +0.2 -1.1 28

Diferentes estudios han segregado a lo largo de los ejes rostrocaudal y dorsal-ventral
a la CI y han denominado a la CI posterior como “corteza visceral” y a la CI anterior como
la “corteza gustativa (Staszko et al., 2020). Sin embargo, existe un alto grado de
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interconectividad entre estas regiones de la CI a lo largo de ambos ejes anatomicos y entre
hemisferios (Mizoguchi et al., 2016; Stevenson et al., 2013), por lo que las subregiones de la
ClIno deben examinarse como estructuras independientes, sino como parte de una red cortical
distribuida més grande (Staszko et al., 2020). Respecto a la topografia de la CI y sus
funciones, la CI disgranular se ha asociado a modalidades gustativas, la granular con
funciones viscerosensoriales y la posterior agranular con la integracion multimodal limbica
(Bermudez-Rattoni, 2014). La CI presenta actividad de diferentes neuromoduladores, entre
ellos la ACh, DA, serotonina y NA (Gogolla, 2017).

Si bien, se ha reportado que en la CI existe una segregacion espacial para el
procesamiento de la identidad de los sabores, mientras que la CI anterior se identifica como
la corteza dulce y la CI posterior como la corteza amarga (Chen et al., 2011; Wang et al.,
2018), otros trabajos no reportan dicha segregacion espacial para la deteccion de sabores
dentro de la CI (Fletcher et al., 2017). Adicionalmente, se ha demostrado que las neuronas en
la CI responden a senales que predicen los estimulos gustativos después que se han asociado
con estimulos de otra modalidad (incluidas sefales visuales o auditivas), lo que sugiere que
la actividad de la CI puede ser modulada por el aprendizaje y la experiencia (Vincis &
Fontanini, 2016). Este hallazgo apoya la idea de que la CI en lugar de ser unicamente un
relevo en el procesamiento de la informacion gustativa, sirve para integrar multiples tipos de
informacion, entre ellas la regulacion de estados conductuales y el aprendizaje asociativo
relacionado con la informacion gustativa (Maffei et al., 2012; Staszko et al., 2020).

Funciones de la corteza insular

Diversas investigaciones han destacado el papel de la CI en una gran variedad de
funciones cognitivas entre ellas las representaciones sensoriales (Bermudez-Rattoni, 2004,
2014; Gogolla, 2017; Jaramillo et al., 2018; Namkung et al., 2017), el procesamiento de
informacion interoceptiva (Gil-Lievana et al., 2022; Naqvi et al., 2014; Paulus & Stewart,
2014), el procesamiento emocional (Bermudez-Rattoni, 2014; Gogolla, 2017; Lamm et al.,
2010; Namkung et al., 2017), el control autonémico y motor (Gogolla, 2017; Volkow et al.,
2019), la prediccion de error (Gogolla, 2017; Jensen et al., 2007), la toma de decisiones
(Gogolla, 2017; Namkung et al., 2017), la motivacion (Gogolla, 2017; Jaramillo et al., 2018;
Nambkung et al., 2017; Pushparaj et al., 2015) y procesos sociales complejos como la empatia
(Gogolla, 2017; Lamm et al., 2010; Namkung et al., 2017).

Una de las funciones cognitivas asociadas a la actividad de la CI es la interocepcion
(Gil-Lievana et al., 2022; Naqvi et al., 2014; Paulus & Stewart, 2014). La interocepcion
permite sefalar el estado fisiologico de los tejidos periféricos, incluido el dolor y la
percepcion de sabor, asi como el prurito, el pH, la temperatura, las sensaciones orales durante
la ingesta, las sensaciones viscerales generales del intestino y las sensaciones del sistema
cardiovascular (Naqvi et al., 2014). La interocepcion tiene un papel critico en la sensacion
de placer subjetivo que se deriva del cumplimiento de necesidades homeostaticas; por
ejemplo, el sabor es una sensacion interoceptiva que es capaz de sefalar la obtencion de un
nutriente y a su vez sin el sentido del gusto se le asignaria poco valor heddnico de placer al
comer (Naqvi et al., 2014; Paulus & Stewart, 2014). Particularmente, la CI anterior juega un
papel importante en la interocepcion a través de su participacion en la deteccion e integracion
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de informacidn sobre el estado fisioldgico interno en el contexto de la actividad en curso
(Paulus & Stewart, 2014). La comunicacién bidireccional entre la CI y regiones limbicas
sugiere un papel en la integracion de la informacion autondémica y visceral (incluida la
informacion transmitida desde el nervio vago al nucleo del tracto solitario) con informacion
emotiva y motivacional (Volkow et al., 2019). Uno de los componentes de la interocepcion
es la informacion gustativa, particularmente, la CI se ha considerado la corteza gustativa
primaria (Bermudez-Rattoni, 2004, 2014; Gogolla, 2017; Jaramillo et al., 2018). En este
sentido, la actividad de la CI ha demostrado ser necesaria para la memoria gustativa, ya que
lesiones en esta area inhiben la formacion de este tipo de memorias (Bermudez-Rattoni,
2004; Stehberg et al., 2011). El establecimiento de la memoria de sabor de largo plazo
involucra la traduccion de proteinas relacionadas con la plasticidad en la CI (Guzman-Ramos
et al., 2018; Rodriguez-Ortiz et al., 2005). Guzman-Ramos et al. demostraron que la sintesis
de Arc (un gen de expresion temprana) en la CI esta involucrada en la memoria de largo plazo
de sabores seguros, es decir, aquellos sin consecuencias géstricas aversivas, pero no en los
trazos de memoria aversiva al sabor. En su lugar los autores sugieren que la amigdala se
encarga de estabilizar estos trazos (Guzméan-Ramos et al., 2018). Por otro lado, diversos
estudios han demostrado la importancia de la CI en los procesos de adquisicion,
consolidaciéon y extincion del condicionamiento de aversion al sabor (CAS) (Bermudez-
Rattoni, 2004); en este paradigma conductual un sabor novedoso es asociado con un malestar
visceral (Bermudez-Rattoni, 2014; Gogolla, 2017). Por ejemplo, Rodriguez-Duran et al.
encontraron que la induccion de depresion a largo plazo en la proyeccion BLA-CI previa al
entrenamiento de CAS facilita la extincion del CAS. Por ¢l contrario, la induccion de
potenciacion a largo plazo mejora la retencion del CAS (Rodriguez-Duréan et al., 2017).
Yiannakas et al. reportaron que la adquisicion de una memoria aversiva al sabor requiere de
la activacion de neuronas excitadoras y la inhibicion de neuronas inhibidoras,
particularmente de las interneuronas de parvalbumina en la CI anterior (Yiannakas et al.,
2021). Aunado a esto, Stehberg et al. sefialan que la CI es esencial para la adquisicion y
recuperacion de la memoria al sabor independiente de la preferencia del sabor original, pues
lesiones en la CI generan una disminucion de la neofobia tanto para sabores preferidos como
no preferidos (Stehberg et al., 2011). Asi mismo, Osorio-Gomez et al., sefialan que la
presentacion de un estimulo gustativo novedoso induce una elevacion en la CI de
noradrenalina (NA) y DA independientemente de la valencia innata del estimulo,
adicionalmente reportan que la actividad de DA se asocia a la formacion de una memoria de
reconocimiento al sabor y la actividad glutamatérgica se asocia con el valor aprendido de un
estimulo gustativos (Osorio-Gomez et al., 2021)Asi mismo, la actividad de la CI se ha
asociado con procesos motivacionales como las adiciones. Naqvi (2007) realizé un estudio a
pacientes con dafio cerebral en diferentes areas del sistema nervioso central y encontré que
el dafio en la CI produce la interrupcion del consumo de tabaco en pacientes adictos. Esta
interrupcion en el consumo se vio acompafiada de la ausencia de recaidas durante la
abstinencia y reportes de ausencia de deseos conscientes de fumar (Naqvi et al., 2007). Otros
trabajos de neuroimagen también han reportado el aumento de actividad de la CI ante la
presentacion de sustancias de abuso (Brasser et al., 2012; Feldstein-Ewing et al., 2010; Filbey
et al., 2008) o de claves visuales relacionadas a estas sustancias (Tang et al., 2012).
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Adicionalmente, se ha reportado una relacion entre la actividad de la CI anterior dorsal y las
conductas de busqueda de sustancias de abuso (Cosme et al., 2015). Diversos trabajos han
reportado que el consumo de sustancias de abuso, como nicotina (Addicott et al., 2012; Naqvi
et al., 2014; Sutherland et al., 2011), el cannabis (Jacobus et al., 2012; Van Hell et al., 2011),
la cocaina (Bonson, 2002), las anfetaminas (Morales et al., 2012), entre otros, generan
cambios de actividad en la CI. Dichos trabajos sugieren que estos cambios de actividad en la
CI estan asociados a la funcidn interoceptiva de esta area. Ademas, la actividad de la CI se ha
asociado a la valoracion heddnica durante procesos tanto cognitivos como afectivos
(Vijayaraghavan et al., 2013).

Se ha argumentado que la CI proporciona una sefal de saliencia durante el
procesamiento relacionado con la recompensa (Metereau & Dreher, 2013), componente
importante en procesos motivacionales como las adicciones. La saliencia se define como la
capacidad de un estimulo para aumentar el estado alerta, excitacion y atencion, lo que
mejoran el procesamiento neuronal y las respuestas conductuales (Schultz, 2013). Existen
tres formas de saliencia: la saliencia fisica, aquella asociada a la intensidad del estimulo en
comparacion con otros, la saliencia de novedad o sorpresa que se origina en eventos
novedosos o sorprendentes y la saliencia motivacional que es producida comunmente por
recompensas y castigos (Schultz, 2013). La saliencia de los estimulos, incluido el gusto, es
adaptativa porque la informacion saliente tiene mayor probabilidad de consolidarse a
memoria a largo plazo comparado con informacién de estimulos menos salientes (Gil-
Lievana et al., 2022). Como se observa, la CI cuenta con una amplia variedad de funciones
entre las que destacan los procesos interoceptivos y motivacionales, lo que podria sefialar a
esta area como un centro integrador de informaciéon emocional, sensorial y cognitiva.

El VTA y el sistema dopaminérgico

Como se menciond anteriormente, la CI presenta actividad de diferentes
neuromoduladores, entre ellos la DA (Gogolla, 2017). La aferencia dopaminérgica mas
importante hacia la CI proviene del VTA (Gil-Lievana et al., 2020, 2022; Ohara et al., 2003).
El VTA es un area del mesencéfalo que esta integrada por diferentes poblaciones celulares,
principalmente dopaminérgicas, pero también gabaérgicas y glutamatérgicas (Bariselli et al.,
2016; Morales & Margolis, 2017; Trutti et al., 2019). De manera general el VTA se puede
dividir en areas laterales y mediales formada por diversos nucleos: lateralmente se encuentran
el nucleo pigmentado parabranquial y el nicleo paranigral, medialmente se encuentran el
nucleo intefascicular, el nicleo linear rostral y el ntcleo linear caudal (Figura 4) (Bariselli et
al., 2016; Trutti et al., 2019). Mientras que las neuronas dopaminérgicas en el VTA tienen un
patron de organizacion homogéneo, las neuronas glutamatérgicas y gabaérgicas tienden a
distribuirse dorso-medialmente (Morales & Margolis, 2017; Morales & Root, 2014). En
humanos, se ha reportado que aproximadamente del 50 al 80% de las células corresponde a
neuronas dopaminérgicas, mientras que el 30% es gabaérgicas y el 5% glutamatérgicas (Root
et al., 2016; Trutti et al., 2019).
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Figura 4. Esquema de anatomia del VTA. El VTA se divide en
diferentes nucleos: el ntcleo pigmentado parabraquial (PBP), el nticleo
paranigral (PN), el nticleo lineal caudal (CLi), el nicleo interfascicular (IF) y
el nucleo lineal rostral del rafe (RLi; no se muestra). Otras abreviaturas: mt,
nucleo terminal medial del tracto dptico accesorio; SNC, sustancia negra pars
compacta. Imagen tomada de Morales & Margolis, (2017).

Las neuronas dopaminérgicas del VTA tiene conexiones con diferentes areas
corticales y subcorticales, entre ellos con el NAc, la amigdala, el hipocampo, el palidium
ventral, el giro periacueductal, el nicleo del lecho de la estria terminal, el bulbo olfatorio, el
locus coeruleus, y la corteza (Morales et al., 2012; Morales & Margolis, 2017). Entre las
areas corticales con las que el VTA tiene conexion se encuentra la CPF medial (Lammel et
al.,, 2012) y la CI (Gil-Lievana et al., 2020, 2022; Ohara et al., 2003). Las neuronas
dopaminérgicas del VTA han reportado cambios de actividad ante estimulos recompensantes
(especialmente para aquellos estimulos recompensantes impredecibles), ante estimulos
aversivos, entre otras (Eshel et al., 2016; Schultz, 2002). Aunque la actividad dopaminérgica
también se ha asociado con actividad motora, se ha reportado que la DA originada en su
mayor parte por la sustancia nigra es la responsable de esta funcion, Howe & Dombeck
(2016) reportaron que del total de las neuronas registradas el 19% de neuronas
dopaminérgicas del VTA se activaron ante la locomocion, comparado con el 100% de las
neuronas dopaminérgicas registradas en la sustancia nigra (Howe & Dombeck, 2016).
Generalmente, la actividad tonica de las neuronas DA ronda en los 1-8 Hz, mientras que la
actividad fasica se da en valores > 15 Hz (Schultz, 2002; Volkow et al., 2019).

Se ha mostrado que el uso de sustancias de abuso modifica diversos sistemas de
neurotransmisores como el sistema glutamatérgico (Scheefthals & MacGillavry, 2018), el
sistema gabaérgico (Yiannakas et al., 2021), el sistema colinérgico (Dautan et al., 2016), el
serotoninérgicos (Macoveanu, 2014) o el noradrenérgicos (Fitzgerald, 2013). La actividad
dopaminérgica y su interaccion con diversas areas del SNC forman el denominado circuito
de recompensa que es modificado durante las adicciones (MacNicol, 2017; Volkow &
Morales, 2015). El uso de sustancias de abuso activa el circuito de recompensa,
particularmente a través del sistema dopaminérgico, lo que genera sensaciones de placer y en
consecuencia el individuo continua con conductas dirigidas a la bisqueda y consumo de estas
(MacNicol, 2017). La actividad de la via VTA-NAc a través de neuronas dopaminérgicas se
ha asociado a las conductas dirigidas a la busqueda de la recompensa y a la saliencia de
estimulos asociados a ella (Salamone & Correa, 2012). Asi mismo, las neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra proyectan al cuerpo estriado dorsal, la activacion
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repetida de esta conexion esta asociada a la formacion de habitos durante las adicciones
(Everitt & Robbins, 2016). La DA proveniente del VTA también se proyecta a la amigdala y
el hipocampo e interviene en las asociaciones emocionales (Volkow et al., 2019). Finalmente,
las proyecciones del VTA a la CPF median la atribucion de saliencia y la autorregulacion lo
que participa en el reforzamiento y condicionamiento que lleva al consumo crénico de
sustancias de abuso (Domingos et al., 2011; Mikhailova et al., 2016; Stuber et al., 2011;
Volkow et al., 2019).

En resumen, el VTA es un area con alta conexion con diversas areas corticales, entre
ellas la CI, La actividad del sistema dopaminérgico proveniente del VTA es capaz de modular
el aprendizaje y la memoria a través de otros sistemas de neurotransmisiéon como el
glutamatérgico. Asi mismo, se ha reportado que el consumo de sustancias de abuso modifica
la actividad dopaminérgica y en conjunto con otras areas del SNC promueven conductas de
blisqueda y acercamiento a dicha sustancia de abuso, esto a través del aprendizaje y la
memoria.

Corteza insular, memoria de reconocimiento al sabor e interocepcion

La actividad de la CI es importante en los procesos interoceptivos, particularmente en
el procesamiento de informacion gustativa y la valoracion hedonica (Gil-Lievana et al., 2022;
Nagqvi et al., 2014; Paulus & Stewart, 2014). Modelos animales en roedores de consumo de
a dos botellas (alcohol vs agua y sacarosa vs agua) muestran que la estimulacion de la CI
anterior disminuye el consumo tanto de alcohol como de sacarosa, no asi de agua. Lo anterior
sugiere que la actividad de esta area modifica la percepcion de estimulos recompensantes y
no asi de neutros (Haaranen et al., 2020). Por otra parte, se ha reportado la participacion de
la actividad dopaminérgica tanto a estimulos gustativos apetitivos como aversivos en la CI
(Osorio-Gomez et al., 2021). Estudios de nuestro grupo de investigacion muestran que la
estimulacion optogenética de los cuerpos celulares catecolaminérgicos en el VTA produce
preferencia de lugar. Ademas, la estimulacion optogenética del VTA modula las respuestas
neuronales de la CI anterior. (Gil-Lievana et al., 2020), asi mismo la fotoestimulacion
dopaminérgica del VTA y de la via VTA-CI incrementa la saliencia de los estimulos y logra
consolidar estimulos gustativos, independientemente de su valor hedonico (Gil-Lievana et
al., 2022). Adicionalmente, reportaron que la estimulacion dopaminérgica de la via VTA- CI
no afecta el entrenamiento, pero si la memoria de reconocimiento gustativa en una prueba de
preferencia a dos botellas (Gil-Lievana et al., 2022). El trabajo de Gil-Lievana et al., (2022),
logra evaluar de manera general a la memoria de reconocimiento al sabor, sin embargo, deja
de lado el papel de la neofobia y la AN en este tipo de memoria. Finalmente, Peng et al.
(2015) observaron que la estimulacién optogenética en la CI anterior incrementa el consumo
de un estimulo amargo, asi como promover conductas relacionadas al estimulo como las
expresiones faciales (Peng et al., 2015). En este trabajo nos enfocamos en investigar la
diferencia entre la fotoestimulacion de los somas catecolaminérgicos del VTA y las
terminales catecolaminérgicas de la via VTA-CI en la formacién de la memoria de
reconocimiento al sabor a través del estudio de la neofobia y la atenuacion de la neofobia
(AN), particularmente en estimulos gustativos aversivos.
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JUSTIFICACION

Historicamente la investigacion preclinica en adicciones ha dicotomizado los efectos
de las sustancias de abuso en el sistema gustativo y los post-ingestivos, muchas veces
ignorando o quitdndole importancia a los efectos gustativos (Brasser et al., 2015). El sabor
juega un papel importante en las adicciones ya que este puede servir como un reforzador y
como un estimulo discriminativo (Meisch, 2001). El rol del aprendizaje en la recompensa
sensorial que se obtiene por la administracion oral de algunas sustancias de abuso se hace
relevante cuando se toma en cuenta que el tabaco (Bewley et al., 1974; Hahn et al., 1990) y
el alcohol (Brasser et al., 2012, 2015) contienen componentes aversivos que con el uso
continuo dejan de influir en el consumo de dichas sustancias (Naqvi & Bechara, 2005; Rose,
2006). Como se ha mencionado, el VTA y la Cla son areas asociadas no sélo a las adicciones,
sino también a los procesos de memoria, entre ellas la memoria de reconocimiento al sabor.
Adicionalmente, se ha reportado una conexion de tipo catecolaminérgica entre dichas areas.
El estudio de la via VTA-CIa nos permitira entender los cambios en el procesamiento de la
informacion gustativa que puede existir en los procesos adictivos, entre ellos la neofobia, la
atenuacion de la neofobia gustativa y la memoria de reconocimiento al sabor. Es importante
sefalar que estudiar el efecto de la estimulacion optogenética de los somas
catecolaminérgicos del VTA vs el efecto en la via VTA-Cla nos permitira identificar con
mejor precision la funcion de la via sobre en la neofobia, atenuacion de la neofobia y la
memoria de reconocimiento al sabor pues, estimular optogenéticamente los somas
catecolaminérgicos del VTA podria afectar la actividad de conexiones a otras areas nos
gustativas.

OBJETIVOS

Generales

Investigar las diferencias entre la fotoestimulacion de los somas catecolaminérgicos
del VTA y las terminales catecolaminérgicas de la via VTA-CI en la neofobia y atenuacion
de la neofobia gustativa como parte de la formacion de la memoria de reconocimiento al
sabor, particularmente sobre estimulos gustativos aversivos.

Particulares

Evaluar si la estimulacion optogenética de los somas catecolaminérgicos del VTA
durante la primera presentacion al sabor tiene un efecto en la neofobia gustativa de un sabor
amargo.

Evaluar si la estimulacién optogenética de las fibras catecolaminérgica en la CI
provenientes del VTA durante la primera presentacion al sabor tiene un efecto en la neofobia
gustativa de un sabor amargo.

Evaluar el efecto de la estimulacion optogenética de somas catecolaminérgicos del
VTA durante la segunda presentacion de un sabor amargo en la atenuacion de la neofobia.
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Evaluar el efecto de la estimulacion optogenética de las fibras catecolaminérgica en
la CI provenientes del VTA durante la segunda presentaciéon de un sabor amargo en la
atenuacion de la neofobia.

Evaluar el efecto de la estimulacién optogenética en los somas catecolaminérgicos
del VTA y de las fibras catecolaminérgica en la CI provenientes del VTA en una prueba de
memoria de preferencia a dos botellas entre agua y un sabor amargo.

HIPOTESIS

Si el VTA participa en la asignacion de recompensa de los estimulos, entonces la
estimulacion optogenética de los somas catecolaminérgicos del VTA durante la primera
presentacion de quinina eliminard la neofobia gustativa.

Si la via VTA-CI estd asociada al procesamiento de informacién interoceptiva,
entonces la estimulacion optogenética de las fibras catecolaminérgicas de la CI provenientes
del VTA durante la primera presentacion de quinina incrementara el efecto de neofobia
gustativa.

Si el VTA participa en la asignacion de recompensa de los estimulos, entonces la
estimulacion optogenética de los somas catecolaminérgicos del VTA acelerara la atenuacion
de la neofobia de la quinina.

Si la via VTA-CI estd asociada al procesamiento de informacién interoceptiva,
entonces, la estimulacion optogenética de las fibras catecolaminérgicas de la CI proveniente
del VTA retrasara la atenuacion de la neofobia de la quinina.

Si el VTA participa en la asignacion de recompensa de los estimulos, entonces a
estimulacion optogenética de los somas catecolaminérgicos del VTA producird una
preferencia por la quinina en una prueba de memoria de reconocimiento a dos botellas.

Si la via VTA-CI estd asociada al procesamiento de informacion interoceptiva,
entonces, la estimulacion optogenética de las fibras catecolaminérgicas de la CI proveniente
del VTA producira una aversion por la quinina en una prueba de memoria de reconocimiento
a dos botellas, comparado con su grupo control.

METODO

Animales

Se utilizaron ratones macho y hembra TH-Cre heterocigotos de la cepa C57BL/6, asi
como ratones wild type C57BL/6 de 8 a 12 semanas para todas las pruebas conductuales
(Figura 5). Reportes indican que no existen diferencias significativas en el umbral de
reconocimiento de la quinina entre machos y hembras (Fulenwider et al., 2019) y que una
vez que los animales alcanzan las seis semanas de vida no hay cambios progresivos en la
preferencia de quinina (Tordoff, 2007). Todos los procedimientos fueron aprobados por el
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales del Instituto de Fisiologia Celular
(FBR125-18) y cumplieron con los lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062-Z00-1999) sobre el uso y cuidado de animales de laboratorio. Los ratones fueron
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alojados del nacimiento a los 2 meses de edad en cajas de entre 4 a 5 animales; una vez
cumplido este periodo se almacenaron en cajas individuales. Los animales estuvieron en un
ambiente de 22 a 24°C con un ciclo 12/12 de luz-oscuridad, con agua y alimento ad libitum,
al menos que se establezca lo contrario en los protocolos conductuales.

Con el fin de evaluar el cambio del valor hedénico de un sabor se formaron grupos
experimentales que fueron manipulados por medio de la técnica de optogenética. Con esta
técnica es posible modificar las respuestas neuronales a través de la insercion de proteinas
sensibles a la luz (Goshen, 2014; Pastrana, 2011). Por otra parte, los ratones transgénicos
TH-Cre tienen el promotor de tirosina hidroxilasa (TH) de rata que dirige la expresion de la
recombinasa Cre a las células catecolaminérgicas, lo que restringe la estimulacion de
neuronas catecolaminérgicas ante la estimulacion optogenética (The Jackson Laboratory,
2019). Es por esto por lo que, mediante la infeccion de un virus portador de la proteina
sensible a la luz, channel rodopsin 2 (ChR2), en animales transgénicos TH-Cre se manipuld
la actividad de las neuronas catecolaminérgicas.

6 €

Figura 5. Cronologia de la vida de los animales utilizados para los procedimientos

pr——arcar

Genotipificacion

Para la identificacion de los ratones heterocigotos TH-Cre se realizd una
genotipificacion a través de la técnica de reaccion en cadena de polimerasa (PCR). La
extraccion de tejido se hizo inmediatamente después del destete de los animales, es decir, al
primer mes de vida de los ratones; esto se hizo obteniendo un pedazo de cola del animal. Tras
obtener las colas, estas fueron maceradas con solucion de lisis alcalina (50 pLL. de NaOH 10N)
y se incubaron por 1 hora a 95°C. Después se afiadio solucion de neutralizacion (50 pL de
Tris HCI 40mM) y se centrifugaron las muestras (4°C a 12,500 rpm por 2 minutos). A las
muestras se les afiadid la mezcla de primers con los reactivos correspondientes, y se
colocaron en un termociclador de PCR para su procesamiento. Este ADN se us6 para la
amplificacion de PCR con el kit QIAGEN. Los primers utilizados para la PCR fueron Cre
Reverse: 5’GGTTTCCCGCAGAACCTGAA y Cre  Forward:
5’AGCCTGTTTTGCACGTTCACC. El producto de la reaccion fue identificado por medio
de electroforesis en un gel de agarosa en una soluciéon amortiguadora TAE 1x (Trizma base
+ acido acético + EDTA) a 70 V por 45 minutos.

Procedimientos de infeccion
Para estudiar la via catecolaminérgica VTA-CI se hizo uso de un constructo
adenoviral cre-dependiente que exprese el canal de rodopsina-2 (ChR2), activado con luz (A
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473 nm) y la proteina reportera (EYFP), para infectar animales transgénicos que expresen la
cre-recombinasa en presencia del promotor de la enzima TH.

Para la infeccién se realizd una cirugia estereotdxica. Se indujo anestesia con
isofluorano 2-3 % y mantenimiento de esta al 0.5-1%, con flujo constante de oxigeno a 1
1/min, los animales fueron montados en un aparato estereotaxico con un adaptador para raton.
Durante la cirugia se aplicaron lagrimas artificiales para evitar dafio a los 0jos. Se removio
una pequeiia porcion de piel de la cabeza del raton para tener acceso al craneo y se alinearon
en bregma al mismo plano horizontal que lambda.

Todos los grupos fueron infectados en el VTA en las coordenadas AP: +3.0 mm, ML:
+ 0.6 mm, DV: -5.4 mm con referencia en el parénquima, a través de la administracion
bilateral de 0.5 pL con el virus pAAV5-EF-1-DIO-hChR2-EYFP (virus que promueve la
sintesis del canal de rodopsina y la expresion de la proteina verde fluorescente) o el virus
pAAVS-EF-1-DIO-EYFP (virus que solo promueve la expresion de la proteina verde
fluorescente). La administracion fue realizada manteniendo en el VTA un capilar que permite
la difusion del virus por 5 minutos. A todos los grupos se le implantd bilateralmente férulas
de fibra optica (apertura numérica 0.22, 200 um de diametro; Doric Lenses) en la CI o en el
VTA, dependiendo del grupo

Las fibras dOpticas se aseguraron con un casco de cemento dental. Al finalizar la cirugia
se aplicod un antimicotico de efecto local en las heridas (ketoconazol), y los animales fueron
devueltos a sus cajas para la recuperacion. De tres a cuatro semanas después de la
administracion de vector viral, comenzaron las pruebas conductuales. Dichas semanas
permitieron la expresion del canal de rodopsina.

Grupos
Se formaron los siguientes grupos experimentales:

Con el fin de analizar si la estimulacion optogenética en la via VTA-CI modifica el
consumo de quinina, al primer grupo VTA-CI ChR2, fue infectado en el VTA con el virus
pAAVS5-EF-1-DIO-hChR2-EYFP y se implant6 bilateralmente férulas de fibra optica en la
Cla en las coordenadas: AP: -1.6 mm, ML: £ 2.9 mm, DV: -3.2 mm con referencia a bregma.

Como grupo control, el grupo VTA-CI EYFP, fue infectado en el VTA con el vector
vacio pAAVS5-EF-1-DIO-EYFP y se le implant6 bilateralmente férulas de fibra optica en la
Cl en las coordenadas: AP: -1.6 mm, ML: £+ 2.9 mm, DV: -3.2 mm con referencia a bregma.

Con el fin de analizar si la estimulacion optogenética en el VTA modifica el consumo
de quinina, el grupo VTA ChR2 fue infectado con el virus pAAV5-EF-1-DIO-hChR2-EYFP
y se le implanto bilateralmente férulas de fibra 6ptica en el VTA en las coordenadas: AP: +3.0
mm, ML: = 0.6 mm, DV: -5.0 mm con referencia a parenquima, con un angulo de 14°.

Como grupo control, el grupo VTA EYFP fue infectado con el vector vacio pAAVS5-
EF-1-DIO-EYFP y se le implant6 bilateralmente férulas de fibra optica en el VTA en las
coordenadas: AP: +3.0 mm, ML: &+ 0.6 mm, DV: -5.0 mm con referencia a parenquima, con
un angulo de 14°.
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Adicionalmente, se realizaron dos grupos SHAM-agua. Los animales de este grupo
recibieron el mismo procedimiento quirurgico (férulas bilaterales) con las caracteristicas y
en las coordenadas ya mencionadas, con la excepcion de no recibir ningun constructo viral y
en su lugar recibir solucién salina.

Pruebas conductuales

Prueba de concentracion de quinina

Con el fin de evaluar la concentracion de quinina a la cual los animales eran capaces
de distinguir entre agua y quinina se llevd a cabo una prueba a dos botellas por 48 horas. De
acuerdo con Tordoff (2002). Las pruebas a dos botellas de 48 horas proveen tres principales
ventajas sobre otros métodos: la primera es que un periodo de 48 horas reduce el riesgo de
derrames o evaporacion de los liquidos a medir; la segunda ventaja es que el rango de ingestas
tipicamente observado en las pruebas de 48 horas son lo suficientemente grande como para
ver diferencias entre diferentes grupos de animales, tratamientos o concentracion del sabor;
la tercera ventaja es que este periodo de tiempo permite controlar la preferencia de lugar
innata en los animales ya que la posicion del bebedero con la solucion a evaluar se cambia a
las 24 horas (Tordoff, 2002).

En este protocolo los animales fueron alojados individualmente y en su caja habitat
se colocaron dos bebederos, uno de ellos con agua y el otro con quinina. Diferentes grupos
recibieron diferentes concentraciones de quinina, esto con el fin de evaluar la discriminacioén
entre quinina y agua. Se realizaron cuatro grupos que correspondian a la concentracion de
quinina, expresada como la cantidad en miligramos de quinina en 100 ml de agua:
1.0mg/100ml, 1.5mg/100ml, 2.0mg/100ml y 2.5mg/100ml. Al inicio del protocolo, de un
lado de la caja se coloco el bebedero con quinina y a una distancia de Scm el bebedero de
agua. A las 24 horas, la posicion de los bebederos se intercambiaba y se hacia una medicion
de la cantidad de consumo en cada bebedero. Al término del segundo dia del protocolo se
hizo una segunda medicion del consumo de cada bebedero. La posicion inicial del bebedero
con quinina se contrabalanceo en todos los grupos. El promedio de los dos dias fue la medida
para evaluar la discriminacion entre agua y quinina.

Prueba preferencia de sabor

El protocolo conductual de reconocimiento de sabor fue adaptado de Domingos et al.
(2011). Para dicho protocolo, se construy6 una caja de las siguientes dimensiones: 8cm de
ancho, 15.5 cm de largo y 32 cm de alto. La caja contd con dos orificios adaptados para dos
medidores de lengiieteo de contacto (con una fuente laser) en una de las paredes a 2.5cm
sobre el piso y 2 cm de diferencia entre cada uno de los orificios.

La estimulacién optogenética se realizo mediante la aplicacion de un haz de luz (laser)
a 473 nm (luz azul) conectado por fibra Optica a las férulas. Los parametros de estimulacion
fueron pulsos cuadrados de 5ms a una frecuencia de 20Hz y fueron administrados en el
momento en el que el animal lenglieteaba los bebederos. El laser de estimulacion se mantenia
encendido durante 500 ms después del ultimo de los lengiieteos. El laser se activaba mediante
un sistema de deteccion de lengiieteos conectado al bebedero por medio de una tarjeta
ARDUINO provista con un programa capaz de detectar el contacto de la lengua del animal
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con el bebedero de metal y enviar una sefial al laser en la frecuencia mencionada. La tarjeta
estuvo conectada a una computadora que contabiliza el nimero de lengiieteos.

El protocolo conductual se llevo a cabo entre 21-28 dias tras la cirugia de infeccion
(Figura 6). Previo al inicio del protocolo conductual, los animales fueron manipulados por el
experimentador durante 10 minutos al dia por dos o tres dias. El inicio del protocolo
conductual comenzd en el dia 0 con la habituacion a la caja conductual, en este dia se
introducen a los animales a la caja conductual por 10 minutos, esto con el fin de habituarlos
al nuevo contexto, inmediatamente después de la habituacion los animales fueron privados
de agua. Al siguiente dia, dia 1 del protocolo, a los ratones se le permiti6 el acceso a quinina
(0.046 mM) a través del bebedero izquierdo de la caja conductual, mientras que del lado
derecho el bebedero se encontraba vacio, esto por 1 hora. El consumo de quinina se pare6
con una estimulacion optogenética que se mantenia durante el tiempo que el animal
permanecia bebiendo y 500ms después del ultimo lick. Para equilibrar cualquier sesgo de
lugar, se contrabalanceara la posicion de las botellas en los diferentes grupos. En el dia 2, los
animales tuvieron acceso a agua en el bebedero contrario y inicamente se hizo un registro de
lengiieteos y de consumo, sin ninguna estimulacion. En los dias 3 y 4 se hicieron repeticiones
de los dias 1y 2, respectivamente. En el dia 5 se realiz6 una prueba de preferencia de sabor
a dos botellas en la que los animales tuvieron acceso a ambos bebederos (quinina y agua)
durante 10 minutos. El indice de consumo para el test se calcul6 con la siguiente féormula:

quinina

quinina + agua

Diao Dia1 Dia2 Diag Agus Quinins Vacto
- L ! A
y G0 ¢ \ (i ¢ ) (i 4
Habituacién Entrenamiento1 Entrenamiento2 Test
y Quinina + Estimulacién NO estimulacion
10 min - e J 10 min de sesion
Xo

1 hora por sesién
=473nm a 20 Hz, 5ms por pulso cada 3
licks del bebedero

Figura 6. Cronologia de la prueba de preferencia sabores.

En el caso del grupo SHAM-agua, se realizd6 un protocolo conductual similar al
mencionado en la Figura 6. En dicho protocolo los grupos de animales SHAM fueron
sometidos a 2-3 dias de manipulacion, un dia de habituacion a la caja conductual, cuatro dias
de entrenamiento en los que se colocd un bebedero con agua en un solo lado de la caja 'y
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contrabalanceando de un dia a otro la disponibilidad del bebedero, esto durante una hora.
Durante el test, se presentaron ambos bebederos con agua por diez minutos. En todo el
protocolo se midio6 el consumo y nimero de lengiieteos.

Inmunohistoquimica

Con el fin de obtener observar la correcta infeccion de los constructos virales se
realizaron inmunohistoquimicas a cortes de cerebro de los animales experimentales. La
inmunohistoquimica es un método basado en las reacciones inmuno-enzimaticas usando
anticuerpos mono o policlonales para detectar la presencia de proteinas especificas en las
células de tejidos. Tras los procedimientos conductuales, a los animales se les administré una
dosis letal de pentobarbital sddico y solucion salina 1:1, inmediatamente después se realizo
la fijacion del cerebro mediante perfusion intracardiaca con 0.9 % de NaCl seguido de
solucion de paraformaldehido 4% pH 7.4. Los cerebros se removieron y se colocaron en
solucion de paraformaldehido 4% pH 7.4 por 12 horas aproximadamente, posteriormente se
colocaron en solucion de sacarosa 30% durante 48 horas. Los cerebros fueron colocados en
tissu-tek para realizar cortes coronarios con el criostato (Leica Biosystem, Richmond, USA)
en cortes de 50 pm colocados en flotacion en buffer de Trizma base-salina (TBS) 0.1 M pH
7.4.

Para la inmunohistoquimica se selecciond cortes correspondientes al VTA 'y Cly se
realiz6 3 lavados con TBS 1x pH 7.4 durante 10 min, posteriormente se realizd un bloqueo
con TBS-Triton 0.1 % y BSA 2% por 30 min y se incubd con anticuerpo primario rabbit a-
TH (1:1000, Millipore) en TBST 0.1% pH 7.4 y BSA 2% durante una noche a 4°C en
agitacion constante. Al dia siguiente se lavd con TBS-T 0.1% pH 7.4 y se incubd con
anticuerpo secundario goat anti-Rabbit IgG Cy3 (1:500, Milipore) en TBS-T 0.1% pH 7.4 y
BSA 2%, durante 1 h a temperatura ambiente, cubriendo los cortes de la luz y con agitacion
constante. Posteriormente se lavo con TBS 1x pH 7.4 y se agregé DAPI al 0.3 pM por 1min,
seguido de un lavado con TBS 1x pH 7.4 por 10 minutos. Finalmente se realizdo montaje en
laminillas VWR en medio DAKO.

Andlisis estadistico

Para determinar la normalidad de los datos se utilizd la prueba de D'Agostino &
Pearson, Para realizar el andlisis estadistico del consumo durante el entrenamiento y
preferencia de consumo se us6 una ANOVA de dos vias (grupo x sesion) y como prueba post
hoc la prueba Fisher, Un valor de P <0.05 se consideré como significativo. Los datos fueron
analizados usando Microsoft Excel y Prism (GraphPad Software).

RESULTADOS

Con el fin de determinar la concentracion a la cual los animales reconocian entre la
quinina y el agua se realiz6 una prueba a dos botellas durante 48 horas. Como se observa en
la Figura 7 la concentracion de 1.0mg en 100 ml de agua los animales son incapaces de
reconocer entre agua y quinina. Sin embargo, a partir de una concentracion de 1.5mg en
100ml el consumo de quinina es significativamente menor que el de agua lo que implica que,
los animales son capaces de distinguir la quinina a esta concentracion. De acuerdo con estos
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resultados, la concentracion de 1.5mg/100ml (0.46uM) de quinina fue la que se utiliz6 para
las pruebas de reconocimiento al sabor.

Prueba de concentracion 48 hrs Figura 7. Prueba para determinar la
10+ concentracion de quinina en las pruebas de
Agua . . .,
o reconocimiento al sabor. Se realiz6 una prueba a
8 * Hl Quinina .
T dos botellas por 48 horas para determinar la

concentracion a la cual los animales distinguen

entre agua y quinina. Se realizo el test de Mann

Whitney para determinar las diferencias de

consumo de quinina y agua en cada grupo y se
n=4 encontrd que a una concentracion de 1.0mg/100ml
(n=4) los animales son incapaces de distinguir entre
las soluciones (P=0.4143). Sin embargo, a una
concentracion de  1.5mg/100ml (n=7), de
2.0mg/100ml (n=5) y de 2.5mg/100ml (n=4) se encontraron diferencias significativas entre el consumo de agua
y quinina (P<0.05). A partir de estos resultados se decidi6 utilizar en las pruebas de reconocimiento al sabor la
concentracion de 1.5mg/100ml. Todos los datos se muestran como media £ SEM. * P <0.05.
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Con el fin de comprobar la conectividad en el VTA y la Cla, se analizaron cortes
coronales de cerebro de ratones que fueron infectados con una proteina reportera expresada
unicamente en células con presencia del promotor de la enzima tirosina hidroxilasa, precursor
de neuromoduladores de tipo catecolaminérgico. Dichos cortes fueron tratados con una
inmunohistoquimica para neuronas enddgenas THergicas y asi como con un marcador
nucleos celulares, diclorhidrato de 4',6-diamidina-2'-fenilindol (DAPI). Se observé la
expresion de la proteina reportera en los somas catecolaminérgicos del VTA y en las
terminales catecolaminérgicas de la Cla provenientes del VTA, asi como su co-localizacion
con la actividad endogena de TH y del marcador DAPI. Observamos que las neuronas VTA
con inmunorreactividad de TH endogena fueron positivas para EYFP cerca del sitio de
inyeccion viral. De manera similar, en cortes coronales de alC, la expresion de EYFP se co-
localiz6 con terminales TH+ provenientes del VTA (Figura 8).
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Figura 8. Imagenes representativas de la infeccion con la proteina reportera y la inmunorreactividad
endogena de neuronas THergicas. A) Imagenes representativas del VTA, en verde observamos la presencia
de la proteina reportera EYFP, en rojo la actividad enddgena de neuronas TH, en azul el marcaje con DAPI. La
ultima imagen muestra la co-localizacion de los tres marcadores. B) Imagenes representativas de triple
inmunofluorescencia en la Cla y de la co- localizacion de estos.

Para determinar el papel de la estimulacion optogenética de los somas
catecolaminérgicos del VTA en el reconocimiento de un sabor aversivo, se realizd un
protocolo de preferencia de sabor adaptado de Domingos et al., (2011). En este protocolo se
asocio el consumo de quinina con una estimulacion optogenética de 20 Hz (5 ms laser ON
45 ms OFF, a 12-14 mW de potencia y una longitud de onda del laser de 473 nm) cada vez
que el animal hacia lengiieteaba el bebedero 3 o més veces dentro de un periodo de 1ms. Los
grupos experimentales fueron los siguientes: el primer grupo fue infectado en el VTA con el
canal de rodopsina sensible a la luz (VTA ChR2), mientras que el segundo grupo fue
infectado inicamente con una proteina reportera (VTA EYFP). Adicionalmente, se compard
el consumo de agua en un grupo SHAM al que se sometid Unicamente a la cirugia
estereotaxica sin la infeccion del constructo viral que contenia el canal de rodopsina (SHAM-
agua). Se observd que durante la primera presentacion de quinina los ratones del grupo VTA
ChR2 disminuyeron significativamente el consumo de quinina comparado con el grupo
SHAM-agua; esta disminucion se mantuvo durante la segunda presentacion del control VTA
EYFP (Figura 9). Adicionalmente, se encontr6 una diferencia significativa entre la primera y
segunda presentacion de quinina en los grupos VTA ChR2, el grupo control EYFP y el grupo
SHAM-agua, es decir, los tres grupos aumentaron el consumo de quinina durante la segunda
presentacion del sabor. En resumen, la estimulacion de los somas catecolaminérgicos el VTA
tiene un efecto en el reconocimiento de un sabor aversivo al acentuar la neofobia gustativa,
pues, el grupo VTA ChR2 consumi6 significativamente menos quinina que los grupos
controles. Asi mismo, durante la segunda presentacion de quinina las diferencias entre el
grupo ChR2 y los grupos controles se mantenian, sin embargo, en los tres grupos el consumo
aumento, esto lo interpretamos como un retraso en la AN por parte del grupo VTA-ChR2.

Consumo durante estimulacion optogenetica del VTA Figura 9. Consumo de quinina
20- | z ) durante la estimulacién optogenética de
—r——— Il SHAM-agua (n=10) somas catecolaminérgicos del VTA.
= Em (E::;'; ((:f:; Para evaluar el papel de la estimulacion
catecolaminérgica de somas del VTA en el

reconocimiento de un sabor aversivo, se

evalu6 el consumo de quinina en una

concentracion de 1.5mg/100ml durante la

estimulacioén optogenética. Se compard el

efecto en un grupo con el canal de

A 2 rodopsina ChR2 (VTA ChR2, n=4) con un

Pressitaciones de quining grupo control Unicamente con una

proteina reportera (VTA EYFP, n=4), asi

como con un grupo SHAM-agua. El ANOVA de medidas repetidas mostro el efecto principal del grupo: F (2,
15) =15.91 P<0.05 y efecto de las sesiones F (1, 15) = 53.82 P <0.05. La prueba post-hoc de Fisher mostro
diferencias significativas en los grupos VTA ChR2 vs SHAM-agua (P<0.05) durante la primera sesion de
entrenamiento; durante la segunda sesion de entrenamiento se encontraron diferencias significativas de los
grupos VTA ChR2 vs EYFP y VTA ChR2 vs SHAM-agua (P<0.05 en ambos casos). Asi mismo, se encontraron
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diferencias significativas entre la primera y segunda sesion de entrenamiento en los tres grupos: VTA ChR2
(P<0.05), VTA EYFP (P<0.05) y SHAM-agua (P<0.05). Todos los datos se muestran como media + SEM.
*P<0.05 entre grupos y #P<0.05 entre sesiones.

Una vez evaluado el efecto de la estimulacion optogenética en los somas
catecolaminérgicos del VTA en una prueba de reconocimiento al sabor, nos propusimos
evaluar el efecto de la estimulacion optogenética de las terminales catecolaminérgicas de la
via VTA-CI en el reconocimiento de un sabor aversivo. Se realizé el mismo protocolo de
preferencia al sabor explicado anteriormente en donde el consumo de quinina se acompafiaba
de una estimulacion optogenética. Los grupos experimentales fueron los siguientes: el primer
grupo fue infectado en el VTA con el canal de rodopsina sensible a la luz con la fibra de
estimulacion en la CI anterior (VTA-CI ChR2), de esta manera la estimulacién
catecolaminérgica se limitaba a las terminales catecolaminérgicas en le CI anterior
provenientes del VTA, el segundo grupo fue infectado inicamente con una proteina reportera
y la fibra optica en la CI (VTA-CI EYFP) y el tercer grupo SHAM-agua. Se observo que los
ratones del grupo VTA-CI ChR2 disminuyen significativamente el consumo de quinina
durante la primera presentacion de quinina comparado con el grupo control EYFP y el grupo
SHAM-agua. Asi mismo, se presentaron diferencias significativas en el consumo entre
presentaciones de quinina en el grupo VTA-CI EYFP y el grupo SHAM-agua, es decir, en
ambos grupos hubo un aumento significativo del consumo durante la segunda sesion de
entrenamiento; este aumento no se presentd en el grupo VTA-CI ChR2 (Figura 10). En
resumen, la estimulacion de las terminales catecolaminérgicas en la Cla provenientes del
VTA produce una disminuciéon en el consumo de quinina comparado con sus grupos
controles, lo que indica que esta estimulacion acenttia la neofobia gustativa antes la primera
presentacion de un sabor. Dicha diferencia con los grupos controles se mantiene en la segunda
presentacion de quinina, lo que parece indicar ser una inhibicién en la AN.

Consumo durante la estimulacién optogenética Figura 10. Consumo de quinina

de la via VTA-CI durante la estimulacion de terminales

catecolaminérgicas de la via VTA-CIL
B SsHAM-agua (n=10)  Para evaluar el papel de la estimulacion de
= ET??: (F‘;:::E:(:_i)} terminales catecolaminérgicas en la via
VTA-CI en el reconocimiento de un sabor
aversivo se evalud el consumo de quinina a
una concentracion de 1.5mg/100ml. Se
compard el efecto en el grupo VTA-CI
ChR2 (n=4) con un grupo el grupo control
VTA-CI EYFP (n=4), asi como un grupo
SHAM-agua. El ANOVA de medidas
repetidas mostro un efecto principal de
sesion F (1, 15) =19.38 P<0.05 y de grupo
F(2, 15)=37.39 P<0.05. La prueba post-hoc de Fisher mostr6 diferencias significativas entre los grupos VTA-
CI ChR2 vs EYFP (P<0.05) y de VTA-CI ChR2 vs SHAM-agua (P<0.05) durante la primera sesion de
entrenamiento, asi como durante la segunda presentacion (P<0.05 en ambos casos). Entre sesiones, se
encontraron diferencias significativas entre la primera y la segunda sesion de entrenamiento en los grupos VTA-
CIEYFP (P<0.05) y el grupo SHAM-agua (P< 0.05). Todos los datos se muestran como media = SEM. *P<0.05
entre grupos y #P<0.05 entre sesiones.
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Para determinar si la manipulacion optogenética de los somas catecolaminérgicos en
el VTA o en las terminales catecolaminérgicas de la Cla provenientes del VTA tiene un efecto
en la memoria de reconocimiento al sabor, se evalud el consumo en una prueba a dos botellas
de quinina vs agua tras el entrenamiento de asociacion de quinina y estimulacion. Los
resultados indican que unicamente el grupo VTA-CI ChR2 mostr6 una memoria de
reconocimiento al sabor, expresado como una disminucion de la preferencia por el consumo
de quinina, esto comparado con su grupo control EYFP y con el grupo SHAM-agua. Asi
mismo, existe una diferencia significativa en la preferencia por la quinina entre los grupos
VTA ChR2 y el grupo VTA-CI ChR2. No se encontraron diferencias significativas entre el
grupo VTA ChR2 y su grupo control EYFP o el grupo SHAM-agua (Figura 11). En resumen,
solo la estimulacion de las terminales catecolaminérgicas en la Cla provenientes del VTA
produjo cambios en la memoria de reconocimiento al sabor, expresada como una disminucion
en la preferencia en el consumo de quinina.

Preferencia en test Figura 11. Diferencias entre la
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VTA ChR2 (n=4), su grupo control VTA EYFP (n=4), el grupo VTA-CI ChR2 (n=4) y su grupo control VTA-
CI EYFP (n=4). Se realiz6 una t de student para encontrar diferencias significativas entre el consumo de agua
y quinina para cada grupo y se encontrd diferencias significativas del grupo VTA-CI ChR2 con los grupos
SHAM-agua (P<0.05), el grupo VTA-CI EYFP (P<0.05) y el grupo VTA ChR2 (P<0.05). Todos los datos se
muestran como media + SEM. *P<0.05.

Es importante notar que entre los grupos VTA ChR2 y VTA-CI ChR2 existe una
diferencia significativa en el consumo de quinina durante la segunda presentacion. Un
analisis estadistico independiente con Unicamente estos grupos experimentales reveld que
durante la segunda presentacion de quinina el grupo VTA-CI ChR2 mostraba una
disminucion significativa del consumo de quinina comparado con el grupo VTA ChR2. Entre
sesiones, solo el grupo VTA ChR2 aumento significativamente el consumo de quinina en la

segunda sesion de entrenamiento (Figura 12).
Consumo entrenamiento en grupos estimulados
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repetidas mostrd un efecto principal de grupo F(1, 6)=7.539 P<0.05, un efecto principal de sesion F(1, 6)=18.45
P<0.05 y un efecto de interaccion F(1, 6)=10.79 P<0.05. La prueba post-hoc de Fisher mostr6 lo siguiente:
durante la primera presentacion no existen diferencias significativas entre los grupos VTA'y VTA-CI ChR2. Sin
embargo, durante la segunda presentacion se observaron diferencias significativas en los grupos ChR2 VTA vs
VTA-CI (P<0.05). Entre sesiones inicamente el grupo VTA ChR2 aumento significativamente el consumo de
quinina (P<0.05), comparado con el grupo VTA-CI ChR2. Todos los datos se muestran como media £ SEM.
*P<0.05 entre grupos y #P<0.05 entre sesiones.

Finalmente, un dato interesante que encontramos fue que la estimulacion
optogenética tuvo un efecto en el consumo de agua en el grupo VTA-CI ChR2 y no en el
grupo VTA ChR2 o en los controles. Parte de nuestro protocolo conductual implicéd la
presentacion de agua entre las presentaciones de quinina, por lo que evaluamos el consumo
de agua en los grupos ChR2 y EYFP. Como se observa, el grupo VTA-CI ChR2 presenta
diferencias significativas comparado con su grupo el grupo control VTA-CI EYFP, es decir,
el grupo ChR2 mostr6 una disminucidn del consumo de agua (Figura 13B). Por otra parte, la
estimulacion optogenética en el grupo VTA ChR2 no tiene efecto en el consumo de agua. En
resumen, la estimulacion optogenética de las terminales catecolaminérgicas en la Cla
provenientes del VTA no solo produce una disminucion del consumo un sabor aversivo dada
por la asociacion entre consumo y estimulacién, sino que también generaliza las
consecuencias de estimulacion que estimulos no pareados, como el agua presentada entre las
presentaciones de quinina. (Figura 12A).

A) B)
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Figura 13. Consumo de agua y quinina durante los dias de entrenamiento en una prueba de
preferencia al sabor. En nuestro protocolo conductual entre ambas presentaciones de quinina se presentaba un
bebedero con agua en el otro lado de la caja, durante estos dias también registraba el consumo. Para evaluar si
la estimulacion optogenética de los somas y terminales catecolaminérgicas durante el consumo de quinina tuvo
un efecto en el consumo de agua, un estimulo neutro y al cudl no estaba asociado ningun otro estimulo, se
evaluo su efecto en los diferentes grupos. Se compard el efecto en el grupo VTA ChR2 (n=4), su grupo control
VTA EYFP (n=4), el grupo VTA-CI ChR2 (n=4) y su grupo control VTA-CI EYFP (n=4). A) Efecto de la
estimulacion en los somas catecolaminérgicos en el VTA en el consumo de agua. El ANOVA de medidas
repetidas mostrd un efecto principal para el factor interaccion F (3, 18) = 3.393 P<(.05 y en la sesion F (3, 18)
= 15.53 P<0.05. La prueba post-hoc de Fisher mostro las diferencias significativas unicamente en la segunda
presentacion de quinina entre el grupo VTA EYFP vs ChR2 (P<0.05. B) Efecto en la estimulacion en las
terminales catecolaminérgicas en la CI en el consumo de agua. El ANOVA de medidas repetidas mostré un
efecto principal para el factor sesion F (3, 18) =5.533 P<0.05, el factor grupo F (1, 6) =29.39 P<0.05 y el factor
sujetos F (6, 18) = 3.903 P<0.05. La prueba post-hoc de Fisher mostr6 diferencias significativas en todas las
sesiones entre el grupo VTA-CI EYFP vs ChR2, P<0.05. Es decir, el grupo VTA-CI ChR2 mostré una
disminucion de consumo tanto de quinina como de agua comparado con el grupo control. Todos los datos se
muestran como media = SEM. *P<0.
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DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue investigar las diferencias entre la fotoestimulacion de
los somas catecolaminérgicos del VTA y las terminales catecolaminérgicas de la via VTA-
Cla en la formacion de la memoria de reconocimiento al sabor, particularmente sobre
estimulos gustativos aversivos. Es importante diferenciar estos grupos pues, estimular
optogenéticamente los somas catecolaminérgicos del VTA podria tener efecto en la actividad
de conexiones a otras areas nos gustativas, mientras que estimular optogenéticamente la via
VTA-Cla nos permitird observar con mejor precision el papel de la actividad
catecolaminérgica en la memoria de reconocimiento al sabor. Se ha reportado la participacion
de la actividad dopaminérgica ante estimulos novedosos tanto apetitivos como aversivos
(Lammel et al., 2012; Osorio-Gomez et al., 2021) y, en este sentido, se ha demostrado que la
estimulacion optogenética de los cuerpos celulares catecolaminérgicos en el VTA producen
una modulacion en las respuestas neuronales de la CI anterior y genera preferencia al lugar
en un modelo de memoria adictiva (Gil-Lievana et al., 2020). Asi mismo, Peng et al. (2015)
observaron que la estimulacion optogenética en la CI anterior incrementa el consumo de un
estimulo amargo y promueve conductas relacionadas al estimulo, como las expresiones
faciales de disgusto (Peng et al., 2015). Por lo tanto, la finalidad de este trabajo fue analizar
la participacion de la via VTA-CI en la neofobia y atenuacion de la neofobia, asi como
determinar el papel de la via en la memoria de reconocimiento al sabor, particularmente de
un sabor aversivo como la quinina.

Concentracion minima de quinina que permite el reconocimiento de un sabor
aversivo

Previo a la realizacion de las pruebas conductuales de reconocimiento al sabor, se
realizd una prueba a dos botellas por 48 horas para determinar la sensibilidad sensorial a
diferentes concentraciones de quinina, un estimulo naturalmente aversivo. Los resultados de
la prueba de 48 horas indicaron que la concentracion minima para el reconocimiento de
quinina era de 1.5mg/100ml (0.046mM) (Figura 7). Tordoft (2002) sefialaron que las pruebas
menores a 48 horas son insensibles para la discriminacion entre estimulos gustativos, por lo
que resultados con concentraciones evaluados con protocolos de menos de 48 horas pueden
sesgar los datos con efectos de piso o de techo. Si bien, consideramos que nuestra
concentracion de quinina de 0.046mM es una concentracion minima para el reconocimiento,
otros trabajos han utilizado concentraciones mas altas de quinina. Gil-Lievana et al., (2022)
reportaron que una concentracion de 0.126mM de quinina es sub-umbral al no generar una
memoria de reconocimiento al sabor, sin embargo, el protocolo de 48 horas que utilizamos
nos permite identificar la concentracion minima (umbral) para el reconocimiento de un sabor,
pero que no genera una memoria, es decir, sub-umbral. Tomando en cuenta esto,
consideramos que nuestra prueba de 48 horas a dos botellas nos concede un dato mas
adecuado sobre la concentracion umbral de quinina, de la cual se distingue del agua y ademas
es reconocida como un estimulo aversivo.
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Conectividad entre el VTA y la Cla a través de neuronas con actividad
catecolaminérgica

Con el fin de comprobar la conectividad en el VTA y la Cla, se analizaron cortes
coronales de cerebro de ratones transgénicos que expresen la cre-recombinasa en presencia
del promotor de la enzima tirosina hidroxilasa (TH-Cre), precursor de neuromoduladores de
tipo catecolaminérgicos. Los animales transgénicos fueron previamente fueron infectados
con un constructo adenoviral cre-dependiente, que expreso el canal de rodopsina-2 (ChR2) y
la proteina reportera (EYFP). Observamos que las neuronas del VTA con inmunorreactividad
de tirosina hidroxilasa (TH) enddgena fueron positivas para EYFP cerca del sitio de
inyeccion viral (Figura 8a). De manera similar, en cortes coronales de Cla, la expresion de
eYFP se co-localizd con terminales TH+ provenientes del VTA (Figura 8b). Estos datos
concuerdan con los reportes de la conexion anatomica entre el VTA y la CI, en los que se han
sefialado que el VTA envia neuronas de tipo dopaminérgicas a la Cla agranular (Gabbott et
al., 2005; Gerfen & Clavier, 1979; Ohara et al., 2003), particularmente a la capa V de la CI
agranular dorsal (Gabbott et al., 2005). En este sentido Gil-Lievana et al., (2020, 2022)
demostraron que la conexion entre el VTA y la Cla no es s6lo es anatdmica, sino que también
es funcional pues existe una modulacion electrofisiologica de las neuronas THérgicas del
VTA a la Cla. Nuestros datos muestran que la conexion anatémica y funcional entre el VTA
y la Cla es de tipo catecolaminérgica.

La estimulacioén del VTA y de la via VTA-CI acenttia la neofobia y retrasa la
atenuacion a la neofobia gustativa

Una vez demostrada la conexion anatomica, evaluamos el efecto de la estimulacion
optogenética de los somas catecolaminérgicos del VTA y de las terminales
catecolaminérgicas de la Cla proveniente del VTA en el reconocimiento de un sabor aversivo.
Nuestro primer hallazgo fue que, en un protocolo de reconocimiento al sabor, la estimulacién
optogenética tanto de los somas catecolaminérgicos en el VTA como de las terminales
catecolaminérgicas en la Cla provenientes del VTA acentuaron la neofobia gustativa durante
la primera presentacion de quinina (Figura 9-10), pues en ambos grupos ChR2 disminuyo6
significativamente el consumo de quinina comparado con los grupos controles. La neofobia
gustativa es un mecanismo de defensa que limita la ingesta de un nuevo sabor (Bermudez-
Rattoni, 2004; Lin et al., 2012). La neofobia también modula la palatabilidad pues disminuye
el promedio de aproximaciones al sabor durante las primeras presentaciones (Lin et al.,
2012). En este sentido, se ha reportado que la actividad de la CI es importante en la novedad
gustativa, pues lesiones en la CI debilitan la neofobia (Lin et al., 2015). Asi mismo, se ha
reportado que, sin importar la valencia innata del estimulo, la presentaciéon de un estimulo
gustativo novedoso induce una elevacion de DA y NA en la CI (Osorio-Goémez et al., 2021).
Nuestros datos muestran que la liberacion catecolaminérgica en el VTA, y de manera
particular en la via VTA-Cla, estan asociado a fendmenos como la neofobia gustativa, pues
su estimulacion acentua la neofobia.

En este sentido, la saliencia es un fendmeno altamente relacionado con la novedad y
la actividad catecocaliminérgica (Osorio-Gomez et al., 2022). La saliencia se define como la
capacidad de un estimulo para aumentar el estado alerta, excitacion y atencion, lo que
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mejoran el procesamiento neuronal y las respuestas conductuales (Schultz, 2013). La
saliencia de los estimulos, incluido el gusto, es adaptativa porque la informacion saliente
tiene mayor probabilidad de consolidarse a memoria a largo plazo comparado con
informacion de estimulos menos salientes (Gil-Lievana et al., 2022; Osorio-Gomez et al.,
2022). En el caso particular de la memoria de reconocimiento uno de los dos elementos que
tiene es la discriminacion para determinar si el estimulo es novedoso o familiar (Bermudez-
Rattoni, 2014; Eichenbaum, 2010; Manns, 2017). Asi, la exposicion a la novedad (un
estimulo nuevo saliente) desencadena una respuesta conductual maxima que se reduce
progresivamente durante las presentaciones posteriores (estimulo familiar, no destacado)
(Osorio-Gomez et al., 2022). Las transiciones de novedad a familiaridad son cambios
graduales provocados por el aprendizaje y cambios en la plasticidad neuronal (Bermudez-
Rattoni, 2004; Gil-Lievana et al., 2022; Osorio-Gémez et al., 2022). Por otra parte, se ha
sugerido que la actividad dopaminérgica se ha asociado a las conductas dirigidas a la
busqueda de la recompensa y a la saliencia de estimulos asociados a ella. Reportes indican
que la actividad dopaminérgica de tipo féasica se asocia a la presentacion de estimulos
salientes como lo pueden ser la comida, los choques eléctricos o la disponibilidad de una
pareja sexual (Cho et al., 2017). De acuerdo con Gil-Lievana et al., (2022) la modulacion
catecolaminérgica del VTA a la CI incrementa la saliencia de estimulos gustativos sub-
umbrales, independientemente de su valor hedonico (Gil-Lievana et al., 2022). Es importante
sefalar que, como mencionamos anteriormente, la concentracion utilizada es umbral para el
reconocimiento al sabor, por lo que los resultados observados tanto en estimulacion de los
somas del VTA como en las terminales en la Cla se debe a un incremento de las caracteristicas
gustativas e interoceptivas del sabor, es decir, aumenta de la saliencia, lo que se ve reflejado
como un aumento de la neofobia gustativa. Es justo asumir que la estimulaciéon de DA
promueve y acentua ese estado de novedad en los animales estimulados optogenéticamente
lo que conductualmente se expresa como una disminucion del consumo del estimulo
comparado con los grupos control.

También observamos que la estimulacion optogenética de los somas
catecolaminérgicos del VTA retrasa la atenuacion de la neofobia, mientras que la
estimulacion de las terminales catecolaminérgicas en la Cla provenientes del VTA inhiben la
atenuacion de la neofobia. Después de presentarse la neofobia, cuando un nuevo sabor no
tiene consecuencias negativas se reconoce como una sefial segura lo que lleva a un aumento
en su consumo, a esto se le conoce como atenuacion de la neofobia (Grau-Perales et al., 2019,
2021; Grau-Perales & Gallo, 2020). La neofobia es una medida conductual del proceso de
familiaridad en la memoria de reconocimiento al sabor y nuestros datos muestran que durante
la segunda presentacion de quinina los grupos control presentaron atenuacion de la neofobia.
En la segunda presentacion, los tres grupos presentaron un aumento significativo en el
consumo de quinina con respecto a la primera presentacion, sin embargo, la estimulacion
optogenética de los somas catecolaminérgicos en el VTA retrasé la atenuacion de la neofobia
(Figura 9) y la estimulacion de las terminales de catecolaminérgicas provenientes del VTA
en la Cla inhibieron en su totalidad la atenuacion de la neofobia (Figura 10). En un trabajo
reciente, se busco determinar el efecto de la familiaridad de estimulos gustativos en la CI
usando imagenologia de calcio: a los animales se le present6 una serie de estimulos gustativos
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por cinco dias de manera consecutiva y se encontré que la cantidad de células activas en la
corteza insular, asi como la cantidad de células caracterizadas como sensibles al gusto,
disminuy¢ significativamente a medida que los animales se familiarizaron con los estimulos
gustativos (Staszko et al., 2020). Los autores sugieren que la experiencia repetida de un
estimulo gustativo va disminuyendo gradualmente el niimero de neuronas activas,
probablemente porque algunas de esas células tienen funciones atencionales. Esto implica
que el proceso de novedad-familiaridad va disminuyendo la actividad de la CI cuando se
consume repetidamente un sabor (Staszko et al., 2020). Nuestros datos no solo concuerdan
con este trabajo, sino que también sugieren que las neuronas catecolaminérgicas participan
del proceso de novedad-familiaridad, pues la estimulacion optogenética persistente de la
proyeccion VTA-Cla impediria la familiaridad del estimulo gustativo, y por lo tanto la
atenuacion de la neofobia. De manera interesante encontramos que la estimulacion de los
somas catecolaminérgicos del VTA genera un retraso y no una inhibicion de la atenuacion de
la neofobia. Este efecto puede deberse a que en la estimulacion de los somas
catecolaminérgicos del VTA estamos reclutando diversos circuitos ademads de la proyeccion
VTA-CI; el VTA mantiene conexiones con la CPF, la BLA, el NAc shell y core, y no so6lo a
la proyeccion con la Cla (Bariselli et al., 2016; Lammel et al., 2012). La fotoestimulacion del
VTA podria desencadenar la liberacion de DA en diferentes estructuras cerebrales
potencialmente implicadas en las conductas motivadas (Domingos et al., 2011), el control
motor (Bourdy & Barrot, 2012) o incluso el procesamiento de la recompensa (Lammel et al.,
2011). Estas proyecciones podrian interferir con la consolidacién de la memoria gustativa.

De acuerdo con Gutiérrez (2004), la neofobia y la atenuacion de la neofobia depende
de la concentracion de la solucion. En el caso de la neofobia, el valor de neofobia es
directamente proporcional a la concentracion del sabor, es decir, a mayor concentracion del
sabor mayor valor de neofobia. En el caso de la atenuacion de la neofobia la relacion es
inversamente proporcional, es decir, a mayor concentracion del sabor menor la atenuacion
de la neofobia. Nuestro trabajo sugiere que la estimulacion optogenética de los somas
catecolaminérgicos en el VTA y de las terminales catecolaminérgicas en la Cla provenientes
del VTA aumentan la saliencia del estimulo gustativo, en este caso, de la quinina. Por lo tanto,
se incrementan las caracteristicas gustativas e interoceptivas del sabor (Gil-Lievana et al.,
2022), lo que se expresa como un aumento de la neofobia gustativa. Lo anterior estd acorde
con la idea de que la actividad catecolaminérgica proveniente del VTA contribuye a la
saliencia de estimulos y que su conexion a la Cla es de gran importancia en este fendmeno.
El aumento de saliencia promueve la neofobia y la inhibicion la AN, por lo que los animales
reconocen una concentracion baja como una mas alta comparado.

En conclusidn, la estimulacion optogenética de las terminales catecolaminérgicas de
la Cla provenientes del VTA produce un aumento de la neofobia gustativa a un estimulo de
baja concentracion, asi como inhibir la AN. Esto se podria explicar debido al aumento a la
saliencia de este estimulo y, por lo tanto, las caracteristicas gustativas e interoceptivas del
sabor. En consecuencia, los procesos de novedad-familiaridad son afectados y eso se expresa
conductualmente como una inhibiciéon de la atenuacion de la neofobia (Figura 10). En
contraste, la estimulacion optogenética de los somas catecolaminérgicos del VTA sdlo
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produce un retraso en la atenuacion de la neofobia (Figura 9) y esta diferencia se puede
explicar por las diferentes proyecciones que se originan en el VTA, lo que generaria una
competencia con las diferentes funciones de dichas proyecciones.

La estimulacion de las terminales catecolaminérgicas en la Cla provenientes del
VTA promueve la memoria de reconocimiento al sabor

Una vez evaluado el efecto de la estimulacion optogenética en los somas
catecolaminérgicos del VTA y en las terminales catecolaminérgicas en la Cla provenientes
del VTA en el reconocimiento al sabor, nos propusimos evaluar el efecto de dicha
estimulacion en la memoria de reconocimiento al sabor. En primer lugar, la estimulacion de
los somas catecolaminérgicos del VTA no mostrd un efecto en la memoria de reconocimiento
(Figura 11), Unicamente el grupo VTA-CI ChR2 mostré efecto en la memoria en la prueba a
dos botellas entre quinina y agua comparado con los grupos controles (Figura 11). Nuestros
datos difieren del reporte de Gil-Lievana et al., (2022) en el que la estimulacion de somas
catecolaminérgicos del VTA aumentan la saliencia de un estimulo de baja concentracion lo
suficiente para producir una memoria de reconocimiento al sabor. Las diferencias pueden
atribuirse a las diferentes concentraciones utilizada por Gil-Lievana et al., la cual es el triple
que la concentracion que utilizamos, lo que podria provocar un efecto de piso en la aversion
por quinina.

Por otra parte, nuestros datos coinciden con los trabajos que sefialan que la CI es
esencial para la adquisicion y recuperacion de la memoria de sabor a largo plazo (Bermudez-
Rattoni, 2004; Gutierrez et al., 2020; Guzman-Ramos et al., 2010, 2018; Rodriguez-Ortiz et
al., 2005; Stehberg et al., 2011). En este sentido se ha reportado que la liberacion simultanea
de DAy GLU dentro del CI es necesaria para lograr la consolidacion de la memoria de CAS
(Guzman- Ramos et al., 2010). Asi mismo, se ha demostrado la importancia de la sintesis de
proteinas en la CI para la consolidacion de la memoria gustativa de largo plazo (Guzman-
Ramos et al., 2018; Rodriguez-Ortiz et al., 2005). La actividad de la CI también esta
relacionada con el procesamiento de informacion interoceptiva, con la codificacion de
estimulos aversivos y de la expectativa durante el procesamiento a la recompensa (Paulus &
Stewart, 2014), asi como con la valoracion heddnica durante procesos tanto cognitivos como
afectivos (Vijayaraghavan et al., 2013). Gil-Lievana et al. (2020) plantea una posible relacion
de la actividad de esta via con el mantenimiento de recuerdos asociados a las conductas de
busqueda. En este sentido, Naqvi et al., (2014) propone que la Cla estd involucrada en la
evocacion de las representaciones interoceptivas, lo que coincide con nuestros datos acerca
de la importancia de la actividad de la Cla en la memoria de reconocimiento al sabor. Asi
mismo, se ha demostrado que para la consolidacion de un trazo de memoria es necesaria la
actividad de neuromoduladores que promuevan la activacion de los receptores
metabotropicos (sobre todo los receptores de DA DI1/D5) (Duszkiewicz et al., 2019;
McNamara et al., 2014). Especificamente, los receptores dopaminérgicos de tipo D1 han
mostrado ser importantes en la adquisicion de tareas de reconocimiento (Balderas et al., 2015;
Gil-Lievana et al., 2022). Nuestros resultados sugieren que la estimulacion optogenética de
la via VTA-CI aumenta la disponibilidad dopaminérgica/catecolaminérgica, lo que promueve
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la saliencia de los efectos interoceptivos de la quinina y refuerza el trazo de memoria de
reconocimiento al sabor.

La estimulacion de la CI generaliza la aversion, mientras que la estimulacion del
VTA solo aumenta saliencia

La neofobia y la inhibicién de la atenuacion de la neofobia observada en el grupo
VTA-CI ChR2 se generaliz6 también a un estimulo neutro, como el agua (Figura 13B). Parte
de nuestro protocolo de preferencia al sabor implicé la presentacion de quinina en un lado de
la caja conductual y entre ambas presentaciones de quinina se presentaba agua en lado
opuesto de la caja, durante estos dias inicamente se registrd el consumo de agua. Con estos
datos encontramos diferencias significativas entre el grupo VTA-CI ChR2 y el grupo control,
es decir, mientras que el grupo control aumentd el consumo ante la entrega de agua, los
animales del grupo VTA-CI ChR2 mantuvieron niveles bajos de consumo en los dias
correspondientes al consumo de agua (Figura 13B). Estos datos sugieren una generalizacion
de la aversion a la quinina con estimulos neutros, lo que concuerda con la propuesta de Wu
et al., (2020), donde sugiere que la Cla esté asociada a las conductas de evitacion y aversion,
lo que explicaria porqué la estimulacion en el grupo VTA-CI ChR2 mostr6 una disminucion
en el consumo de agua y no asi el grupo VTA ChR2.

De acuerdo con Brown & Banks (2015) y Bermudez-Rattoni et al., (2004, 2014), la
memoria de reconocimiento al sabor cuenta con dos elementos, el de discriminacion-
familiaridad y la recolecciéon de claves contextuales. Nuestros datos muestran que la
estimulacion de las terminales catecolaminérgicas en la Cla disminuye también el consumo
de agua bajo el mismo contexto en el cual se asocid la estimulacion con el consumo de
quinina, lo que podria sugerir la CI insular participa en ambos elementos de la memoria de
reconocimiento al sabor. En este sentido, tal y como lo ha propuesto Vincis & Fontanini
(2016) la CI, ademas de ser la corteza gustativa primaria, se encarga de integrar sefales que
predicen la entrega de los estimulos gustativos asociados con estimulos de otras modalidades
(incluidas sefiales visuales o auditivas), lo que sugiere que las respuestas neuronales en la CI
pueden ser moduladas por el aprendizaje y la experiencia (Vincis & Fontanini, 2016). En
conclusion, la estimulacion de las terminales catecolaminérgicas de la Cla provenientes del
VTA es capaz de generalizar las propiedades asociadas a un estimulado gustativo aversivo a
estimulos neutros.

PERSPECTIVAS

De manera general, existen otras consideraciones del trabajo que podrian mejorar el
analisis y la discusion de nuestros resultados. La principal es la falta de anélisis de patrones
de lengiieteo durante el consumo, medidas que ha mostrado ser sensible para evaluar la
palatabilidad de un sabor (Lin et al., 2012). Con el analisis de lengiieteo podriamos obtener
los patrones temporales de lengiieteo, incluidos los lengiieteos totales, las tasas de lengiieteo
en varios intervalos de tiempo, el intervalo entre lengiieteos, el intervalo entre clusters, el
numero de clusters y el tamafio de los clusters. Este tipo de analisis ha revelado que el tamafio
de clusters y la tasa de lengiieteos inicial son medidas sensibles de la palatabilidad del sabor
(Lin et al., 2017), por lo que una perspectiva a futuro de nuestro proyecto es realizar un
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analisis mas detallado de todos estos parametros de lengilieteo. De la misma manera, otra
herramienta util para mejorar el andlisis de nuestros resultados seria evaluar los reflejos
conductuales y fisioldgicos estereotipicos de disgusto como la boca abierta, retching (reflejo
muscular que puede o no, provocar el vomito), nduseas y vomito (Schier & Spector, 2019).

CONCLUSIONES

En este trabajo demostramos que la estimulacién optogenética de las terminales
catecolaminérgicas de la Cla provenientes del VTA potencia el efecto de una neofobia
gustativa a un estimulo gustativo aversivo de baja concentracion (quinina). Asi mismo, es
capaz de inhibir la atenuacion de la neofobia gustativa. Por otra parte, también demostramos
que la estimulacion en los somas catecolaminérgicos del VTA, retrasa (y no inhibe) la
atenuacion de la neofobia. Estos datos podrian indicarnos que la estimulacion
catecolaminérgica, especificamente de la via VTA-Cla aumenta la saliencia de los estimulos,
lo que en consecuencia podria estar afectando las caracteristicas gustativas e interoceptivas
de un estimulo gustativo de baja concentracion, lo que conductualmente se expresa como un
aumento en la neofobia y una inhibicidon en la atenuacién de la neofobia. Finalmente, la
estimulacién optogenética de las catecolaminérgicas de la Cla provenientes del VTA
asociado a un estimulo gustativo de baja concentracion es capaz de producir una memoria de
reconocimiento al sabor.

El estudio de la saliencia de estimulos, particularmente de estimulos gustativos, y la
actividad de la CI es importante para entender el fendmeno de las adicciones. Se ha propuesto
que la funcion de la CI es asociar las conductas dirigidas a la busqueda de sustancia de abuso
con el valor de la ingesta de dicha sustancia. Dicha vinculacion se logra a través de las
representaciones interoceptivas como lo son el sabor, las sensaciones orales y las sensaciones
viscerales generales (Naqvi et al., 2014). Nuestros resultados nos permiten conocer el papel
del VTAy de la via VTA-Cla en la neofobia, la atenuacion de la neofobia y las consecuencias
en la memoria de reconocimiento al sabor de un estimulo gustativo aversivo, relacionado los
cambios en la saliencia sensorial con los cambios interoceptivos.
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