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Resumen

Las emociones son mecanismos biolégicos que nos motivan a acercarnos a un
objeto o a alejarnos de él. De esta manera influyen sobre la toma de decisiones. No
obstante, se desconocen los mecanismos cerebrales a través de los cuales las
emociones influyen sobre la seleccién de una accion. Diversas investigaciones han
sugerido que la corteza prefrontal (CPF) es necesaria para la toma de decisiones
emocionales. La CPF incluye la corteza orbitofrontal lateral (COFI) y la corteza
prefrontal medial (CPFm). Estas regiones tienen diferentes funciones en la
regulacion y seleccion de conductas motivadas como el miedo, la evitaciéon de
sabores aversivos Yy la flexibilidad conductual asociada a la entrega de un estimulo
apetitivo. Sin embargo, no existe un paradigma conductual que permita estudiar la
manera en cémo las conductas motivadas con valencia emocional influyen sobre
las decisiones. Por lo tanto, en este proyecto desarrollamos una versién modificada
del condicionamiento aversivo a los sabores (CAS). En el CAS un animal adquiere
aversion a un estimulo gustativo novedoso cuando éste se asocia con un malestar
gastrico. De manera habitual, el entrenamiento en el CAS consiste en presentar un
estimulo gustativo novedoso en un solo bebedero (sin opcion). En la versién del
CAS modificado que desarrollamos, se le presenta al animal la opcién de elegir
entre cuatro bebederos colocados de manera simultanea (con opcion). Una vez que
el animal ha asociado el sabor novedoso con el malestar gastrico, se forma una
memoria emocional aversiva. La memoria de aversion al sabor sirve como
motivador para evitar el consumo de dicho sabor y elegir los bebederos que
contienen un sabor familiar seguro. Asi, el CAS con opcién funge como un modelo
conductual propicio para el estudio de la toma de decisiones motivadas por una
memoria emocional aversiva. El objetivo del presente proyecto fue determinar si la
COFl y la CPFm son necesarias para la eleccion forzada entre un sabor aversivo y
uno seguro. Para esto, hicimos desactivaciones farmacoldgicas de estas
estructuras comparando el CAS tradicional (sin opcién) vs el CAS modificado (con
opcioén).Observamos que la desactivacién de la COFl y de la CPFm impide la
evocacion de la memoria del CAS con opcion, pero no afecta la evocacion del CAS
sin opcion. Nuestros resultados sugieren que la COFl y la CPFm son estructuras
necesarias para seleccionar un sabor seguro y evitar un sabor potencialmente
dafino. En conclusién, la comparacion de la evocaciéon del CAS cuando los
animales pueden optar entre dos alternativas y cuando no pueden optar, nos
permitié identificar que tanto la COFI como la CPFm son necesarias para la toma
de decisiones basadas en una memoria gustativa aversiva.



Abstract

Emotions are biological mechanisms that motivate us to approach an object or avoid
it. Thus, they influence on decision-making. However, the brain mechanisms through
which the emotions influence the action selection are unknown. Research has
suggested that the prefrontal cortex (PFC) is required for emotional decision-making.
The PFC includes the lateral orbitofrontal cortex (IOFC) and the medial prefrontal
cortex (MPFC). These regions have different roles in the regulation and selection of
motivated behaviors such as fear, avoidance of aversive tastes and behavioral
flexibility associated with the delivery of an appetitive stimulus. However, there is not
a behavioral paradigm that allows us to study how the emotional motivated behavior
can impact on decision-making. Therefore, in this project we developed a modified
version of conditioning taste aversion (CTA). In CTA task the animal acquires
aversion to a novel taste when it is associated with gastric illness. Usually, training
in the CTA consist in to present a novel gustatory stimulus in one bottle (without
choice). In the modified version of CTA, the animal is presented with the option to
choose between four bottles placed simultaneously (with choice). Once the animal
has the novel taste associated with gastric illness, an aversive emotional memory is
formed. The taste aversion memory serves as a motivator to avoid consumption of
the aversive taste and the animal chooses the bottles that contain a safe familiar
taste. Thus, the CTA with option serves as an appropriate behavioral model for
studying decision-making based on aversive emotional memory. The objective of
this project was to determine whether IOFC and mPFC are necessary for the forced
choice between an aversive taste and a safe one. For this, we performed
pharmacological inactivation of these structures and compared the traditional CTA
(without choice) and the modified CTA (with choice). We observed that the IOFC and
mPFC inactivation prevent memory retrieval of CTA with choice, but they do not
affect the retrieval of the CTA without choice. Our results suggest that the IOFC and
mPFC are required to select a safe taste and avoid a potentially damaging taste. In
conclusion, comparing the retrieval of CTA when animals can choose between two
alternatives and when they cannot, allowed us to identify that both the IOFC and
mPFC are necessary for emotional decision-making based on aversive taste
memory.



1 INTRODUCCION

1.1 Emociones y toma de decisiones

Las emociones son mecanismos biolégicos que contribuyen a la supervivencia de
las especies, ya que aseguran un correcto despliegue de un gran repertorio de
conductas adaptativas (Dalgleish, 2004; LeDoux, 2012; Anderson & Adolphs, 2014).
Ademas, tienen una poderosa influencia sobre el aprendizaje y memoria y por ende,
pueden determinar nuestras futuras respuestas ante eventos determinados (Dolan,
2002). La toma de decisiones es definida como el proceso mediante el cual
se evaluan las diversas alternativas y se selecciona el curso de la accidbn mas
adaptativa para el organismo (Schall, 2001). Existen diversos factores, tanto
ambientales como intrinsecos, que influyen sobre la toma de decisiones, por
ejemplo la expectativa de un reforzador puede motivar a un organismo a realizar
una accion (van der Meer & Redish, 2009; Ding & Perkel, 2014; Silvetti et al., 2014);
la incertidumbre de los resultados de una accidén puede promover toma de opciones
riesgosas (St Onge & Floresco, 2010; St Onge et al., 2012); la predictibilidad de los
estimulos motiva al individuo a optar por recompensas demoradas (Sripada et al.,
2011; Namboodiri et al., 2014).

Por mucho tiempo, predomind la idea de que existia un fuerza opuesta entre
la emocién y la razén, las cudles se consideraban que competian en la mente
humana. Hoy en dia, la neurociencia actual reconoce a las emociones como un
modulador de la toma de decisiones, sugiriendo que los procesos afectivos pueden

influir en conducta de eleccion (Phelps et al., 2014).

El caso clinico de Phineas Cage fue un parteaguas que sentd las bases para
considerar que la influencia de las emociones sobre la toma de decisiones tenia un
sustrato en el I6bulo frontal humano (Damasio et al., 1994). Phineas Gage era un
hombre que trabajaba como capataz en la construccion del ferrocarril entre Rutland
y Burlington, en Vermont, EE.UU. En un descuido, Gage golpe6 pdlvora con una
barra de hierro, provocando una explosién. La barra de hierro de 105 cm. de

longitud, 3 cm. de diametro y 7 Kg. de peso, atravesd por completo el craneo de
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Gage, incrustandose por debajo del ojo izquierdo, saliendo por la linea media, cerca
de la union de los huesos frontal y parietal (Harlow, 1948). Gage sobrevivio a pesar
de la severa lesion sufrida en su cerebro. Harlow, médico de Gage, report6 que éste
no presentaba ningun deterioro cognitivo (memoria, atencion, lenguaje, etc). Meses
después del accidente, Harlow percibié cambios drasticos en la personalidad de
Gage, a lo que actualmente se conoce como sindrome prefrontal: “tiene frecuentes
accesos de irritabilidad, es irreverente y manifiesta poca consideraciéon con las
personas que lo rodean, es impaciente y obstinado, caprichoso pero vacilante,
organiza multiples planes para el futuro pero apenas termina de armar uno lo
abandona para embarcarse en otra alternativa que le parece mas factible”...
(Harlow, 1868). A partir de este caso clinico surgido gran interés en la corteza
prefrontal como sustrato anatémico de la regulacion emocional y la toma de

decisiones.

Estudios recientes de pacientes con dafo cerebral, han mostrado que dichos
sujetos conservan en buen estado la mayor parte de sus procesos cognitivos. No
obstante, presentan dificultades para planificar y hacer decisiones bajo diversas
situaciones, desde las mas complejas hasta las mas triviales. Damasio (1994)
reportd que estas personas carecian de la capacidad de tener una reaccion
emocional ante los acontecimientos de su entorno. A partir de dichas observaciones,
Damasio formuld una teoria conocida como hipétesis de los marcadores somaticos.
Su propuesta se centraba en la premisa de que las respuestas autébnomas
asociadas a una emocion, podian influir en la toma de decisiones (Damasio, 1994).
El caso de Phineas Gage representa una valiosa contribucion a la localizacion de
funciones cognitivas en el cerebro humano. Sin embargo, las limitaciones como la
inespecificidad del dafio cerebral que sufren, dificulta el estudio sistematico del
estudio de la influencia de las emociones sobre las decisiones y su correlato
neuronal. Para estudiar el impacto de las emociones sobre el comportamiento, se
han desarrollado modelos animales basados en conductas motivadas de
aproximacion o evitacion a estimulos placenteros o displacenteros. A continuacion
se revisara con mas detalle en qué consisten estas conductas y como han
contribuido al estudio de la influencia emocional sobre la conducta de eleccion, asi

como sus limitaciones.



1.1.1 Conductas motivadas

Una forma de estudiar los procesos emocionales es a través de las conductas
motivadas. Una conducta motivada es aquella en la que un organismo se acerca a
un estimulo apetitivo y se aleja de un estimulo aversivo (Lang & Davis, 2006). Este
tipo de conductas adaptativas son propositivas, ya que el organismo debe operar
en su ambiente para obtener un estimulo placentero reforzante o bien, alejarse de
un estimulo potencialmente dafino o aversivo (Huys et al., 2011). EIl caracter
emocional de las conductas motivadas puede influir de manera importante sobre las
decisiones que toma un organismo (Barberini et al., 2012). Se ha descrito que la
CPF es la region del cerebro relacionada con el procesamiento de conductas

motivadas asi como con la toma de decisiones.

1.1.2 Anatomia de la corteza prefrontal

La region frontal del cerebro incluye toda la porcion de tejido que se encuentra
delante del surco central. Esta zona cerebral esta constituida por regiones
funcionalmente distintas: corteza motora (CM) corteza premotora (CPM) y corteza
prefrontal (CPF). En larata, la CPF se divide en la corteza orbitofrontal (COF) y en
la CPF medial (CPFm). La COF incluye una regién lateral (COFI), una region ventral
(COFv) y una region medial (COFm) (Figura 1). No obstante es importante
mencionar que todas estas estructuras emiten y reciben proyecciones desde el
nucleo medio dorsal del talamo. (Groenewegen, 1988; van Eden et al., 1998). La
CPFm de la rata proyecta gran cantidad de fibras eferentes a los nucleos
subcorticales que generan respuestas de alerta, también llamado sistema
ascendente activador (Groenewegen & Uylings, 2000). Asimismo, se han descrito
proyecciones directas entre la CPFm con la amigdala (McDonald, 1987; Hurley et
al., 1991; MacDonald et al., 2009), en particular a las células intercaladas, neuronas
gabaérgicas que inhiben a la parte medial del nucleo central de la amigdala (Pare
& Smith, 1993; Vertes, 2004). Se ha descrito que la conexién entre la CPF y la
amigdala es necesaria para la modulacion del miedo condicionado, ya que la lesion
de las células intercaladas produce un dafo en la extincion del miedo (Likhtik et al.,
2008), mientras que la activacién de dichas células facilita la extincién (Jungling et
al., 2008).



Figura 1. Diagrama representativo dela CPF de la rata. A) Vista sagital.
B) Seccion unilateral coronal. Abreviaturas: COFI, corteza orbitofrontal
lateral; COFv, corteza orbitofrontal ventral; COFm, corteza orbitofrontal
medial; CAC, corteza anterior del cingulo; CPFm, corteza prefrontal
medial.

1.1.3 Circuito de miedo y la CPF

La informacién relacionada con el miedo, representa una emocioén importante para
la supervivencia de las especies. El miedo ha sido estudiado ampliamente, dado

que puede ser manipulado experimentalmente. Un modelo conductual que ha
4



permitido evaluar el papel de la CPF en la regulacion emocional es
condicionamiento y extincion del miedo (Milad & Quirk, 2012). El condicionamiento
de miedo es un tipo de aprendizaje mediante el cual un estimulo neutro, es decir,
que por si sélo no produce una respuesta de miedo (ej., un tono) se parea con un
estimulo aversivo (ej., choque eléctrico). Por lo tanto, después de repetidas
asociaciones, el estimulo que antes era neutro, adquiere la capacidad de evocar
una respuesta de miedo. La extincién de la respuesta de miedo se refiere a la
capacidad de suprimir una respuesta de miedo previamente aprendida (Sotres-
Bayon et al., 2004) (Figura 2). Diversos estudios han mostrado que la CPFm regula
la expresion y supresion de miedo aprendido (Vidal-Gonzalez et al., 2006; Sotres-
Bayon & Quirk, 2010).

Estudios electrofisiolégicos y de lesidon han implicado a la corteza PL en la expresion
de miedo aprendido y a la corteza IL en la extincion del miedo (Quirk & Mueller,
2008). Se ha reportado que el grado de éxito en la extincidn de una memoria de
miedo se correlaciona con la tasa de disparo de las neuronas de la corteza IL
(Burgos-Robles et al., 2007). En relacion con lo anterior, también se ha descrito que
el condicionamiento y la extincion de miedo, disminuye y aumenta respectivamente
la excitabilidad de las neuronas de la corteza IL (Santini et al., 2008). Asimismo,
utilizando marcadores de la actividad neuronal como c-Fos, se ha descrito que hay
un aumento en la actividad en la corteza IL en animales que han extinguido una
memoria de miedo, en comparacién a otros que extinguieron de manera deficiente.
(Knapska & Maren, 2009). Por otro lado, se ha reportado que la corteza PL esta
relacionada con la expresion del miedo (Vidal-Gonzalez et al., 2006). La
desactivacion temporal de la PL reduce la expresiéon del miedo condicionado, pero
no afecta la extincion (Corcoran & Quirk, 2007; Laurent & Westbrook, 2009). Aunado
a lo anterior, también se ha reportado que hay un aumento en la actividad de las
neuronas de la corteza PL, la cual predice la magnitud de la respuesta de miedo
condicionado. Es asi como la CPFm es capaz de coordinar respuestas emocionales
como lo son la expresion y la supresion de miedo condicionado a través de su

interaccién con estructuras subcorticales como la amigdala.



condicionamientoIAdquisicién Consolidacion  Evocacion

Respuesta condicionada

Extincion

Figura 2. Condicionamiento y extincién del miedo. A) Durante el condicionamiento del miedo, un estimulo
condicionado (tono) predice la ocurrencia de un estimulo incondicionado aversivo (choque eléctrico),
generando una respuesta condicionada de inmovilidad. La extincién del miedo comprende tres fases:
adquisicion, consolidaciéon y evocacion. B) La adquisicion de la extincion implica una reduccién en la
respuesta condicionada de inmovilidad debido a que el tono ya no predice la entrega del choque eléctrico.
La consolidacion es un proceso dependiente del tiempo durante el cual se forma una memoria de largo
plazo de la extincion. C) La evocacion de la extincion ocurre cuando, una vez consolidada dicha memoria,
se presenta nuevamente el estimulo condicionado. (Modificado de Quirk & Mueller, 2008)

1.1.4 Procesamiento gustativo y la CPF

Ademas del control prefrontal de respuestas emocionales como el miedo, existen
otras conductas motivadas que también se han visto relacionadas con la actividad
de la CPF. Una de estas conductas motivadas, que es necesaria para la adaptacion
y la supervivencia de los organismos, es la seleccionar nutrientes y la evitacion de
alimentos potencialmente dafiinos. Los animales son capaces de asociar
rapidamente los sabores con los efectos gastricos, influyendo en gran medida en su
conducta de ingesta. En este sentido, John Garcia en 1955 describid lo que hoy se

conoce como condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) (Garcia et al., 1955).
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El CAS es una tarea conductual donde un animal adquiere aversion a un estimulo
gustativo novedoso cuando éste se asocia con una irritacion gastrica (Figura 3). El
CAS es un tipo de condicionamiento clasico, donde un sabor nuevo sirve como
estimulo condicionado y el malestar gastrico como estimulo incondicionado. Por lo
tanto, el sabor novedoso por si solo es capaz de producir una respuesta
condicionada (Garcia et al., 1985). El CAS conserva caracteristicas que lo hacen un

modelo conductual robusto para el estudio del aprendizaje y la memoria.

Adquisicion | Prueba de aversion
A I B
> |
et I
N il | |
Figura 3. Condicionamiento aversivo a los sabores. A) La adquisicion del CAS se realiza al asociar
un sabor novedoso con un malestar gastrico generalmente inducido con una inyeccién intraperitoneal
de LiCl. B) La prueba de aversién consiste en presentar nuevamente el sabor condicionado, como
resultado el animal evitando su consumo.

Con el desarrollo del CAS, se derivaron diversas investigaciones en torno al estudio
de las vias y los mecanismos neuronales que subyacen al aprendizaje gustativo.

En la actualidad se conoce la via anatdmica que recorren los estimulos gustativos
desde la periferia hasta la corteza gustativa primaria. Cuando un sabor es detectado
por los receptores gustativos de la boca, es transmitido hacia laporcién anterior del
nucleo del tracto solitario (NTS) en el tallo cerebral, via los nervios craneales facial
(VII) y glosofaringeo (IX) principalmente y de manera secundaria por el vago (X). El
segundo relevo de la via gustativa se ubica en el nucleo parabraqueal del puente
(NPB), en lo que se ha denominado area gustativa del puente. Una vez aqui se

reconocen dos rutas a seguir: en su mayoria las aferencias del NPB se dirigen a la
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amigdala, la zona lateral del hipotadlamo y la sustancia innominata. La segunda ruta
se dirige al nucleo ventroposteromedial del talamo (NVPM), el cual se comunica con

la corteza gustativa primaria o corteza insular (Cl) (Figura 4).

Diversos estudios han mostrado la importancia de la conectividad reciproca entre la
Cl y la amigdala, estructura cerebral vinculada estrechamente con la memoria
aversiva (McGaugh et al., 1990; LeDoux, 1993), especificamente las proyecciones
que recibe directamente del nucleo basolateral amigdalino (Krettek & Price, 1974;
Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991). A partir de esto ha sido posible considerar a
la Cl como una estructura fundamental en los procesamientos de integracion y

almacenamiento de informacion gustativo-visceral.

Aunado a lo anterior, se ha reportado que hay neuronas de la Cl que responden a
combinaciones particulares de sabor y textura de los estimulos gustativos. Sin
embargo, se ha sugerido que la actividad neuronal de la Cl no representa el valor
reforzante de los sabores. Estudios han mostrado que la Cl envia proyecciones a la
COF y a la CPFm (Baylis et al., 1995; Gabbott et al., 2003; Simon et al., 2006) y se
ha propuesto que estas regiones estan relacionadas con la palatabilidad y con la
toma de decisiones guiadas por estimulos gustativos (MacDonald et al., 2009;
Jezzini et al., 2013). En este sentido, se ha reportado que las neuronas de la COF
responden a cada uno de los cuatro sabores prototipicos (dulce, salado, amargo y
agrio) (Kadohisa et al., 2005), por lo que es considerada como la corteza gustativa
secundaria. Se ha sugerido que la COF tiene un papel en la modulacion del valor
reforzante de los estimulos gustativos. El valor reforzante de un sabor depende del
estado de privacién o saciedad que se tenga con dicho estimulo. Estos estudios
sugieren que la actividad en la COF podria estar reflejando el valor apetitivo o
aversivo de los sabores. Con relacion al papel de la CPFm en el procesamiento de
estimulos gustativos, estudios electrofisioldgicos han mostrado que las neuronas de
la CPFm tienen la habilidad de responder a diferentes sabores y a la palatabilidad
de cada uno de ellos (Petyko et al., 2009; Jezzini et al., 2013). También, se ha
reportado que existen diferentes grupos de neuronas en la CPFm que codifican
selectivamente para estimulos gustativos aversivos, los cuales evocan respuestas

mas robustas en comparacion a los estimulos apetitivos (Jezzini et al., 2013).
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Asimismo, se ha reportado que lesiones de la CPFm producen deficiencias en la
adquisicion y retencion del CAS (Hernadi et al.,, 2000). Lo anterior sugiere que
ademas de la CI, la COF y la CPFm juegan un papel fundamental en el
procesamiento de estimulos gustativos aversivos y apetitivos. En este sentido, la
toma de decisiones a menudo implica el uso de sefales sensoriales para predecir
las posibles consecuencias (negativas o positivas) antes de seleccionar un curso de
accion.

Por lo tanto, el CAS podria ser un modelo para el estudio de la toma de decisiones

que se basen en una experiencia gustativa previa con un resultado aversivo.

Vil

x

Figura 4. Esquema de la via gustativa. (Abreviaturas: VIl nervio facial; IX, nervio glosofaringeo; X, nervio
vago; NTS, nucleo del tracto solitario; NPB, nucleo parabraquial del puente; NPVM, nucleo
ventroposteromedial del talamo; Cl, corteza insular; HL, hipotalamo lateral; AM, amigdala; CPF, corteza

prefrontal.

1.1.5 Aprendizaje inverso

Otro tipo de conducta motivada, que se encuentra bajo control prefrontal y en el que

también esta relacionado con estimulos gustativos es el aprendizaje inverso.



Este tipo de aprendizaje esta asociado con la flexibilidad conductual, cuando las
contingencias entre una respuesta y su consecuencia cambian. Por lo tanto en este
tipo de comportamiento se considera que el organismo aprende de sus experiencias
previas para responder a eventos futuros. La flexibilidad conductual es evaluada
tradicionalmente usando una tarea en la cual los sujetos deben cambiar una
respuesta bien establecida con el objetivo de adaptarse a nuevas contingencias. Un
paradigma que se ha utilizado para el estudio del aprendizaje inverso es la tarea de
discriminacion de olores (Schoenbaum & Roesch, 2005; Schoenbaum et al., 2009)
(Figura 5). En esta tarea los animales aprenden a que un olor determinado predice
la entrega de una solucion con sacarosa, un estimulo naturalmente apetitivo. Un
segundo olor servirda de pista para predecir la entrega de quinina, un sabor
naturalmente aversivo. Las ratas prefieren la solucion de sacarosa y se aproximaran
a ella, mientras que evitaran la solucion de quinina, alejandose de ella. Por lo tanto,
los animales aprenden a discriminar entre esas dos pistas olfativas. Una vez que
los animales han aprendido, la habilidad para revertir rapidamente su respuesta es

evaluada cambiando la asociacion entre el olor y su consecuencia.
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Figura 5 Aprendizaje inverso. A) Durante el entrenamiento las ratas son expuestas a dos olores diferentes
(olor uno y dos). Un olor predice un sabor apetitivo (solucion de sacarosa), mientras que un segundo olor
predice un sabor desagradable (solucién de quinina). B) La reversion consiste en que el olor que
inicialmente predecia la sacarosa ahora predice la entrega de la quinina y viceversa (Modificado de
Schoenbaum, 2009)

Numerosos estudios muestran que lesiones en la COF causan un deterioro en la
capacidad de los animales para revertir rapidamente sus respuestas ante nuevas
contingencias (Chudasama & Robbins, 2003; McAlonan & Brown, 2003;
Schoenbaum et al., 2003; Bissonette et al., 2008). Estos resultados sugieren que la
COF es necesaria para la flexibilidad conductual, porque codifica rapidamente
nuevas asociaciones, en particular entre pistas especificas y sus consecuencias.
Estudios electrofisioldgicos han mostrado que las neuronas de la COF rapidamente
modifican su frecuencia de disparo al codificar las nuevas contingencias (Thorpe et
al., 1983; Schoenbaum et al., 1998). Lo anterior sugiere que la COF contribuye al
aprendizaje inverso a través de la seleccion de respuestas correctas o a través de
la inhibicidn de respuestas incorrectas. Durante el aprendizaje de discriminacién de
olores, se ha descrito que distintas poblaciones de neuronas en la COF disparan

ante la anticipacion de la entrega de sacarosa o de quinina (Schoenbaum et al.,
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1998). Asimismo, se ha visto que diferentes ensambles neuronales responden a
pistas que predicen diferentes resultados (Takahashi et al., 2009). Lo anterior
sugiere que la COF es necesaria para el despliegue de este tipo de conductas

adaptativas porque almacena la nueva informacion asociativa.

En comparacion con la COF, no se conoce con claridad el papel que juega la CPFm
en el aprendizaje inverso. Estudios de inactivaciéon y de lesion han mostrado que la
desactivacion de la CPFm no afecta la adquisicion ni la evocacion de una tarea de
discriminacion visual. Sin embargo, observaron deficiencias en la reversién de dicha
tarea(Salazar et al., 2004; Shaw et al., 2013). Estas deficiencias inducidas por la
lesion o la desactivacion pueden reflejar una falta de inhibicion de las respuestas

instrumentales aprendidas.

1.1.6 Modelos conductuales para el estudio de latoma de decisiones
emocionales

El modelo conductual que ha permitido estudiar de manera extensa el papel de la
CPF en la regulacién emocional es el condicionamiento y la extincidon del miedo. Sin
embargo, la extincion del miedo no permite el estudio de la toma de decisiones de
manera directa. Lo anterior se debe a que en este tipo de condicionamiento clasico,
el animal no puede operar sobre su ambiente para obtener una recompensa o evitar
un castigo. De esta manera, hablamos de que en la extinciéon y condicionamiento
de miedo el organismo de manera pasiva soélo actua como receptor de los estimulos
que han sido condicionados, generando una respuesta automatica ante su

presentacion.

El CAS es un modelo que involucra la generaciéon de una memoria emocional
gustativa de tipo aversivo, que motiva al animal a evitar el consumo de un sabor
condicionado. La COF es la corteza gustativa secundaria y su papel en el
procesamiento gustativo ha sido implicado principalmente en la asignacion del valor
heddnico de los sabores. La CPFm de manera reciente ha sido relacionada con el
proceso gustativo, principalmente en la codificacion de estimulos gustativos

aversivos. En el protocolo habitual del CAS, el animal no tiene la oportunidad de
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elegir entre distintos sabores, dado que unicamente se le presenta el sabor
condicionado. Una alternativa al protocolo tradicional de CAS podria consistir en
una serie de modificaciones con el objetivo de evaluar la toma de decisiones
motivadas por la memoria gustativa aversiva. Es decir, la colocacion simultanea de
diferentes sabores, permitiria los animales decidir entre el sabor aversivo
condicionado y uno seguro. Este protocolo modificado del CAS tendria la ventaja de
poder estudiar la participacion de la CPF en decisiones motivadas por una memoria

emocional aversiva.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La corteza prefrontal se encuentra estrechamente relacionada con la toma de
decisiones y con la regulacion de las respuestas emocionales. Diversas
investigaciones han mostrado que tanto la COFI como la CPFm estan involucradas
en el procesamiento de informacion gustativa. Sin embargo, actualmente no se sabe
cuales de estas regiones son necesarias para la toma de decisiones motivadas por
memorias gustativas aversivas. Para ello proponemos una modificacion del
paradigma de aprendizaje denominado condicionamiento aversivo a los sabores
(CAS). Dicha modificacion consiste en elegir de manera activa entre distintos
sabores presentados de manera simultanea. Un punto importante en el proyecto, es
comparar cuando un animal tiene opcion (CAS con opcion) y cuando no la tiene
(CAS sin opcion). La comparacion de estas dos tareas durante la desactivaciéon
temporal de la CPFm y la COFI, nos permitira identificar si estas regiones son
necesarias para la seleccidén de sabores motivada por una memoria gustativa

aversiva.

13



3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Son necesarias las cortezas frontales (orbitofrontal lateral y prefrontal

medial) en la toma de decisiones motivadas por una memoria gustativa aversiva?

4. HIPOTESIS

4.1 Hipotesis general:

. Las cortezas frontales (tanto orbitofrontal lateral como prefrontal
medial) son necesarias para la toma de decisiones guiadas por memorias

gustativas aversivas.

4.2 Hipotesis especificas:

. La desactivacion de la COFl y la CPFm impedira la seleccion

entre un sabor aversivo Y uno seguro.

o La desactivacion de la COFly la CPFm no afectara la evocacion

de la memoria de aversion al sabor.

o La respuesta en la seleccion del estimulo gustativo aversivo
sera diferente entre el grupo con desactivacion en la COFL y el grupo con

desactivacion en el CPFm

5. OBJETIVO GENERAL

Identificar que corteza frontal es necesaria para la toma de decisiones

motivadas por una memoria gustativa aversiva.
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5.1 Objetivos especificos:

e Desarrollar un protocolo experimental que permita evaluar la toma de
decisiones basadas en memorias gustativas aversivas.

e Determinar sila COFl es necesaria para tomar decisiones motivadas por una
memoria gustativa aversiva.

e Determinar si la CPFm es necesaria para tomar decisiones motivadas por

una memoria gustativa aversiva.

6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En todas las fases de la presente investigacion se utilizaron ratas macho de la cepa
Wistar con pesos de 280-300 g. Se mantuvieron en cajas individuales de acrilico a
una temperatura promedio de 23°C. Los animales permanecieron en un ciclo de luz-
oscuridad 12h/12h, con comida y agua ad libitum (excepto en las fases

experimentales que indiquen lo contrario).

6.1 Canulacion y Microinfusién

La cirugia estereotaxica de los animales consistidé en la implantacién bilateral de
guias canulas de acero inoxidable de 1.5 cm. de longitud. Las ratas fueron
anestesiadas con Ketamina (10 mg/Kg. i.p.) y Xilazina (8 mg/Kg. i.p.) Las
coordenadas empleadas para COFI fueron AP = +3.8 mm; ML = +/- 2.6 mm; DV = -
3.9 mm. Las coordenadas usadas para la CPFm fueron AP = +2.9 mm; ML = +/- 0.6
mm; DV = -3.2 mm (Paxinos et al., 1998). Las canulas se colocaron 0.8 mm arriba
de la COFly 1 mm arriba de la CPFm bilateralmente; fueron fijadas al craneo usando
acrilico dental. Un estilete de acero inoxidable se colocé al interior de las canulas
con el objetivo de proteger su luz de obstrucciones con material organico durante
el periodo de recuperacion y entrenamiento. Los grupos canulados fueron
infundidos con una mezcla de muscimol y baclofen (agonistas de los receptores
GABAA y GABAB respectivamente) con el objetivo de desactivar a las cortezas
frontales. Ambas drogas fueron disueltas de forma separada en solucion salina a

una concentracion de 500ng/pl y después fueron combinadas en volumenes iguales
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con una concentracion final de cada compuesto de 250 ng/ul (St Onge & Floresco,
2010). Para todos los grupos, las infusiones fueron administradas por
microinyectores consistentes en agujas dentales de calibre 30. El microinyector fue
introducido en la canula previa remocién del estilete. Se extendié 0.8 mm o 1 mm
por debajo del extremo inferior de la canula, alcanzando asi la region
correspondiente a la COFl y a la CPFm respectivamente. Los microinyectores
estuvieron conectados mediante mangueras de polietileno a jeringas Hamilton de
10.0 pl. Las microinyecciones fueron dosificadas mediante una bomba de
microinfusion a una velocidad de flujo de 0.5 ul/75 segundos. Una vez inyectado el
volumen total del farmaco o salina, los microinyectores permanecieron durante un

minuto mas para asegurar la adecuada difusion de la solucion en el tejido.

6.2 Condicionamiento aversivo a los sabores (CAS)

Con el objetivo de determinar cuales son las regiones de la corteza frontal
necesarias para elegir entre un sabor aversivo y uno seguro familiar, en este
proyecto utilizamos dos protocolos diferentes del CAS: sin opcién y con opcioén. A
continuacion se detalla el protocolo habitual de CAS (sin opcion) y la versiéon

modificada que proponemos del CAS (con opcidn).

6.2.1 CAS sin opcion

Con el objetivo de identificar sila COFl y la CPFm son necesarias para la evocaciéon
de la memoria de aversion al sabor, se llevo a cabo el entrenamiento en el CAS
tradicional (sin opcidn). Esta tarea consistié en la presentacién de un solo bebedero
durante toda la tarea. La figura 7 muestra el diagrama de flujo del CAS sin opcion.

Para dar inicio al entrenamiento en el CAS sin opcion, las ratas fueron privadas de
agua por 24 horas. Posteriormente fueron entrenadas a beber de un bebedero con
agua dos veces al dia (12 ml/10 min), seguido de un bebedero extra con agua (6
ml/10min) por 3 dias, hasta alcanzar una linea base de consumo de agua. En el dia
uno se realizo la sesidn de adquisicion, en la cual se presentd un bebedero con una
solucion de sacarina (0.1 %) (12ml/10 min) seguido de un bebedero extra con agua
(6 ml/10min); Diez minutos después, los animales recibieron una inyeccion

intraperitoneal de cloruro de litio (7.5 ml/Kg/0.4 M) con el objetivo de inducir irritacion
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gastrica. Seis horas después de la adquisicion se realizé una prueba de aversion,
que consistio en la presentacion de un bebedero con una solucién de sacarina (0.1
%) (12ml/10 min), seguido del bebedero extra con agua (6 ml/10min). La
disminucién del consumo de sacarina con respecto a la ingesta de agua durante la
linea base fue usada como parametro comparativo de la fuerza aversiva del CAS.
En el dia dos, las ratas recibieron una microinfusion bilateral de muscimol y baclofen
o salina. Diez minutos después de finalizar la microinfusiéon, se llevé a cabo la
segunda prueba de aversién, en la que se presentdé un bebedero con sacarina (0.1
%) (12ml/10 min), seguido del bebedero extra con agua (6 ml/10min). Durante el dia

tres se llevaron a cabo dos pruebas de aversién adicionales.

CAS SIN OPCION B

DIA1 : DIA 2 i DIA3
ADQUISICION : MICROINFUSION § PRUEBA 4
un bebedera [sacarina) . PRUEBA 2 i un bebedera (sacarina)
{12ml/10 min). Inyeccidn ; un bebedero (sacarina) i (12mlf10 min).
ip. de Licl 5 {12ml/10 min). 5
PRUEBA 3 k PRUEBAS
PRUEBA 1 ) ; un bebedero [sacarina) un bebedero (sacarina)
un bebedero (sacarina) ; (12ml1/10 min). | (12ml/10 min).
{12ml,/10 min). ; i
J

Figura 7. Procedimiento experimental del CAS sin opcion. Una vez establecida la LB de consumo
de agua, se inicia el entrenamiento en el CAS. Dia 1, durante la mafhana se realiza la sesién de
adquisicion, en la cual la sacarina se asociada con un malestar gastrico inducido por una inyeccion
intraperitoneal de LiCl. Seis horas después de la adquisicion, se realiza la prueba uno con el objetivo de
evaluar si los animales aprendieron la asociacién. Dia 2, diez minutos antes de realizar la segunda
prueba, se realizd la microinfusion bilateral de los farmacos. Seis horas después se realizo la prueba tres
para evaluar la memoria de aversion al sabor. Dia 3, durante la mafana y la tarde se hicieron las pruebas
cuatro y cinco respectivamente con el objetivo de evaluar la extincion de la memoria del CAS.

Inmediatamente después de cada uno de los consumos se presenté un bebedero extra con 6 ml de agua.
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6.2.2. CAS con opcion

Para evaluar la toma de decisiones basadas en memorias gustativas aversivas,
proponemos una version modificada del CAS. En la version que desarrollamos se
le presenta al animal la opcion de elegir entre cuatro bebederos colocados de
manera simultdnea (con opcion). La figura 8 muestra el diagrama de flujo

correspondiente al disefio del CAS con opcién.

Durante la linea base, las ratas fueron entrenadas a consumir de cuatro bebederos
con agua colocados simultaneamente, dos veces al dia (3ml/10 min), seguido del
bebedero extra con agua (6 ml/10min) por tres dias. El dia uno se llevé a cabo la
adquisicién, presentando cuatro bebederos, dos con agua y dos con una solucion
de sacarina (0.1 %)(3mI/10 min), seguido del bebedero extra con sacarina (6ml/10
min). Diez minutos después, los animales recibieron una inyeccion intraperitoneal
de cloruro de litio (7.5 mI/Kg/0.4 M) con el objetivo de inducir irritacion gastrica. Seis
horas después de la adquisicion se realizé la primera prueba de aversion, en la que
se colocaron nuevamente cuatro bebederos, dos con agua y dos con la solucion de
sacarina, seguida del bebedero extra con agua (6ml/10 min). En el dia dos, las ratas
recibieron una microinfusién bilateral de muscimol y baclofen o salina. Diez minutos
después de finalizar la microinfusion, se llevo a cabo la segunda prueba de aversion,
en la que nuevamente se presentaron los cuatro bebederos, dos con agua y dos
con una solucién de sacarina, para evaluar la desactivacion de las cortezas frontales
sobre la toma de decisiones del estimulo gustativo que previamente fue asociado
con el malestar gastrico. Durante el dia tres, se realizaron dos pruebas se aversion

adicionales.
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CAS CON OPCION H

DIA1 E DIA 2 ; DIA3
ABaLisicEN MICROINFUSION ) ! PRUEBA 4
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Figura 8. Procedimiento experimental del CAS con opcidon. Una vez establecida la LB de consumo
de agua, se inicia el entrenamiento en el CAS. Dia 1, durante la mafiana se realiza la sesion de
adquisicion, colocando cuatro bebederos de manera simultanea (dos con agua y dos con sacarina)
seguido del malestar gastrico inducido por una inyeccion intraperitoneal de LiCl. Seis horas después de
la adquisicién, se realiza la prueba presentando cuatro bebederos, con el objetivo de evaluar si los
animales aprendieron la asociacion. Dia 2, diez minutos antes de realizar la segunda prueba, se realizé
la microinfusion bilateral de los farmacos. Seis horas después se realiz6 la prueba tres para evaluar la
memoria de aversion al sabor. Dia 3, durante la mafiana y la tarde se hicieron las pruebas cuatro y cinco
colocando cuatro bebederos respectivamente con el objetivo de evaluar la extinciéon de la memoria del
CAS. Inmediatamente después de cada uno de los consumos se presentd un bebedero extra con 6 ml

de agua.

6.3 Histologia

Una vez concluidas las fases conductuales, los cerebros de los animales fueron
analizados a través de la técnica histolégica de Nissl con el fin de observar la
ubicacion exacta de las puntas de los microinyectores. Los animales fueron
sacrificados mediante una sobredosis del anestésico pentobarbital. Se efectud una
perfusion intracardial de las ratas canuladas con solucién salina al 0.9%. Los
cerebros fueron extraidos y almacenados para su postfijacion en formalina al 10%
a 4°C. Transcurrido este periodo, fueron almacenados en una solucion de sacarosa

al 30% y formalina al 10% hasta que alcanzaron una densidad mayor a la de la
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solucion. Solo entonces los cerebros fueron congelados y rebanados en cortes
coronales de 40 um. Las muestras fueron tefiidas con violeta de cresilo y
examinadas en un microscopio de luz, con el fin de verificar la posicion de la punta
del microinyector. Los cortes se montaron en portaobjetos de cristal bafados de
gelatina y cromalumina. Los animales cuya posicion de la punta del microinyector

no se localizaba en el area de interés fueron descartados del experimento.

7. RESULTADOS

La desactivacion de la COF lateral impide la evocacion de la memoria del CAS

con opcion, sin interferir con la evocacion del CAS sin opcion

La desactivacion de la COFIl no afecta la memoria del CAS sin opcion

Uno de los objetivos de este proyecto fue identificar si la COFI era necesaria para
la evocacién de la memoria de aversion al sabor. Para ello, se empled el protocolo
del CAS sin opcion. En la grafica 1A se observa el porcentaje de consumo de
sacarina con respecto a la linea base entre los grupos tratados con salina (SAL; n
= 8) y con muscimol y baclofen (M&B; n = 9) durante el CAS sin opcién. El analisis
realizado con la prueba ANOVA de medidas repetidas no mostré diferencias entre
ambos grupos en durante la sesién de adquisiciéon ni durante las cinco pruebas
realizadas (F (1,15= 0.28528, p=0.60109). Como puede observase, la desactivacion
de COFI no afectd la evocacion de la memoria de aversion al sabor, ya que no hay
diferencias entre ambos grupos. En la grafica 1B se muestra el porcentaje de
consumo de agua del bebedero extra del grupo SAL y el grupo M&B. El analisis de
la t de Student de muestras no pareadas mostré que no hay diferencias significativas
en el consumo de agua de ambos grupos (t (14) = 0.4891, p = 0.6323). En la figura
1C se observa un corte coronal del cerebro de la rata donde se observa la ubicacion

de la punta de los microinyectores.
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Grafica 1 La desactivacion de la COFI no afecta la evocacidon de la memoria de aversién al sabor.A) La
grafica representa el consumo de sacarina con respecto al consumo basal de agua (SAL: n=8, M&B: n=9)
durante el CAS sin opcién. La flecha negra muestra el momento de la inyeccion de LiCl y la flecha roja indica el
momento de la infusién de los farmacos. No se observaron diferencias significativas entre los grupos (p>0.05).B)
La grafica muestra el porcentaje de consumo de agua del bebedero extra durante la prueba 2. C) Imagen de un
corte coronal que muestra la localizaciéon de las puntas de los inyectores en la COFI (+ 3.8mm a partir de
Bregma).
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La desactivacion de la COFl impide la evocacion del CAS con opcién

Una vez que determinamos que la COFI no es necesaria para la evocacion de la
memoria del CAS, el siguiente objetivo era identificar si la COFI| era necesaria para
la toma de decisiones basadas en la memoria de aversién al sabor. Para ello

utilizamos el CAS con opcion.

En la grafica 2A se observa el porcentaje de consumo de agua y de sacarina con
respecto a la linea base del grupo infundido con salina (SAL: n = 7). En el dia uno,
el analisis realizado con la prueba ANOVA de medidas repetidas no mostro
diferencias entre el consumo de agua y de sacarina durante la adquisicién del CAS
con opcién (p > 0.05). Durante la Prueba 1 observamos que hay una disminucion
significativa en el consumo de sacarina con respecto al consumo de agua (ANOVA
de medidas repetidas, post hoc de Tukey, F (1,12)= 120.03, p =.0001). En el dia dos,
se realizé la microinfusion de salina en la COFI, diez minutos antes de la prueba
dos. Como puede observarse, hay diferencias significativas entre el consumo de
agua y de sacarina (ANOVA de medidas repetidas, post hoc de Tukey, p =.000118)
También se observaron diferencias significativas en la prueba tres (ANOVA de
medidas repetidas, post hoc de Tukey, p = .0001). En el dia tres, no se observaron
diferencias significativas entre el consumo de agua y de sacarina durante la prueba

cuatro y la prueba cinco (p > 0.05).

En la grafica 2B se observa el porcentaje de consumo de agua y de sacarina con
respecto a la linea base del grupo infundido con muscimol y baclofen (M&B; n = 9).
Durante el dia uno, el analisis realizado con la prueba ANOVA de medidas repetidas
no mostré diferencias entre el consumo de agua y de sacarina durante la adquisiciéon
del CAS con opcién (p > 0.05). Durante la Prueba 1 observamos que hay una
disminucion significativa en el consumo de sacarina con respecto al consumo de
agua (ANOVA de medidas repetidas, post hoc de Tukey F (1,16)= 28.840, p=.00006).
En el dia dos, se realizé la microinfusion de muscimol y baclofen en la COFI, diez
minutos antes de la prueba dos. Como puede observase, no hay diferencias
significativas entre el consumo de agua y de sacarina (p = 0.558326). No se

observaron diferencias significativas en la prueba tres (p = 0.846886). En el dia tres,
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no se observaron diferencias significativas entre el consumo de agua y de sacarina

durante la prueba cuatro y la prueba cinco (p > 0.05).
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Gréafica 2 La desactivacion de la COFI dafia la evocacion de la memoria gustativa durante el CAS con
opcion. A) En la grafica se observa el porcentaje de consumo de agua (gris) y el porcentaje de consumo de
sacarina (verde) durante el CAS con opcion del grupo infundido con salina (SAL: n=7). Se observan diferencias
significativas entre el consumo de agua y de sacarina (ANOVA de medidas repetidas, post hoc de Tukey: ** p
<0.01, ***p < 0.001. B) La grafica muestra el consumo de agua (gris) y el consumo de sacarina (verde) en el
grupo infundido con muscimol y baclofen (M&B: n=9). Se observaron diferencias significativas durante la P1
(ANOVA de medidas repetidas), post hoc de Tukey: ***p < 0.001

En la grafica 3A observamos la comparacién del consumo de sacarina entre el grupo
SAL y el grupo M&B. En el dia uno, el andlisis realizado con la prueba ANOVA de
medidas repetidas no mostré diferencias significativas en el consumo de sacarina
durante la adquisicion y durante la prueba uno (p > 0.05). En el dia dos, se observa
una diferencia significativa en el consumo de sacarina ente ambos grupos durante
la prueba dos (ANOVA de medidas repetidas, post hoc de Tukey F (1,14) = 9.1330; p
= 0.000597). No se observaron diferencias significativas en la prueba tres (p =
0.0.231410). En el dia tres, no se observaron diferencias significativas en el
consumo de sacarina durante la prueba cuatro (p = 0.828628) y la prueba cinco (P
> 0.05) entre ambos grupos. En la grafica 3B se muestra el porcentaje de consumo

de agua del bebedero extra del grupo SAL y el grupo M&B. El analisis de la t de
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Student de muestras no pareadas mostré que no hay diferencias significativas en el
consumo de agua de ambos grupos (t (15) = 0.3374, p = 7405). En la figura 3C se
observa un corte coronal del cerebro de la rata donde se observa la ubicacion de la

punta de los microinyectores.
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Grafica 3 La desactivacion de la COFI dafia la seleccion de sabores. A) La grafica representa el consumo
de sacarina con respecto al consumo basal de agua (SAL: n=7; M&B: n = 9). La flecha negra indica el momento
de la inyeccién de LiCl y la flecha roja indica el momento de la microinfusién. Ambos grupos fueron
estadisticamente significativos durante la prueba 2 (post hoc de Tukey: ***p < 0.001). B) La grafica muestra el
porcentaje de consumo de agua del bebedero extra durante la prueba 2 C) Imagen de un corte coronal que
muestra la localizacion de las puntas de los inyectores en la COFI (+ 3.8mm a partir de Bregma).
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Estos resultados sugieren que la COFl es necesaria para la evocacién de la
memoria de aversion al sabor, Unicamente cuando esa informacion es utilizada para
la toma de decisiones. Nuestros datos concuerdan con lo que se ha descrito en
pacientes con dafio en la COFI. Estos pacientes tienen capacidades cognitivas
intactas (como la memoria), pero se ven afectados en la toma de decisiones
cotidianas (Wallis, 2007). Diversos estudios indican que la COFI esta involucrada
particularmente en situaciones complejas, donde se requiere un procesamiento
significativo para determinar el valor de los resultados y guiar la toma de decisiones.
En relacion con lo anterior, nuestros resultados indican que la COFI| es necesaria

para la evaluacién y comparacion de varias opciones con diferente valor emocional.

La desactivacion de la CPFm dafala evocacion de la memoria del CAS con

opcion, pero no afecta la evocacion del CAS sin opcion

La desactivacion de la CPFm no afecta la memoria del CAS sin opcién

El siguiente objetivo de este proyecto estaba encaminado a identificar si la CPFm
€s necesaria para la evocacion de la memoria de aversion al sabor. Para ello, se

empleo el protocolo del CAS sin opcién.

En la grafica 4A se observa el porcentaje de consumo de sacarina con respecto a
la linea base entre los grupos microinfundidos con salina (SAL; n = 4) y con
muscimol y baclofen (M&B; n = 3) durante el CAS sin opcién. El analisis realizado
con la prueba ANOVA de medidas repetidas no mostré diferencias entre ambos
grupos en durante la sesidn de adquisicién ni durante las cinco pruebas realizadas
(F (1,5=0.9685, p=0.76820). Como puede observase, la desactivacion de CPFm no
afecto la evocacion de la memoria de aversion al sabor, ya que no hay diferencias
entre ambos grupos en la prueba dos (p > 0.05). En la grafica 4B se muestra el
porcentaje de consumo de agua del bebedero extra del grupo SAL vy el grupo M&B.
El andlisis de la t de Student de muestras no pareadas mostré que no hay

diferencias significativas en el consumo de agua de ambos grupos (t (7) = 0.1567, p
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= 0.8799). En la figura 4C se observa un corte coronal del cerebro de la rata donde

se observa la ubicacion de la punta de los microinyectores.
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Grafica4 Ladesactivacion de la CPFm no afectala evocacién de la memoria gustativa aversiva. La grafica
representa el consumo de sacarina con respecto al consumo de agua durante la linea base (SAL: n=4, M&B:
n=3) durante el CAS sin opcion. La flecha negra muestra el momento de la inyeccion de LiCl y la flecha roja
indica el momento de la infusién. No se observaron diferencias significativas entre los grupos (p>0.05).B) La
grafica muestra el porcentaje de consumo de agua del bebedero extra durante la prueba 2. C) Imagen de un
corte coronal que muestra la localizacion de las puntas de los inyectores en la CPFm (+ 2.9 mm a partir de
Bregma).
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La desactivacion de la CPFm dafa la evocacion del CAS con opcidn

Una vez que definimos que la CPFm no es necesaria para la evocacion de la
memoria del CAS, el siguiente objetivo era identificar si la CPFm era necesaria para
la toma de decisiones basadas en la memoria de aversion al sabor. Para ello

utilizamos el CAS con opcion.

En la grafica 5A se observa el porcentaje de consumo de agua y de sacarina con
respecto a la linea base del grupo infundido con salina (SAL; n = 6). En el dia uno,
el analisis realizado con la prueba ANOVA de medidas repetidas no mostrd
diferencias entre el consumo de agua y de sacarina durante la adquisicién del CAS
con opcion (p>0.05). Durante la Prueba 1 observamos que hay una disminucién
significativa en el consumo de sacarina con respecto al consumo de agua (ANOVA
de medidas repetidas, F¢,8= 31.778, p=.0001). En el dia dos, se realizd la
microinfusion de salina en la CPFm, diez minutos antes de la prueba dos. Como
puede observase, hay diferencias significativas entre el consumo de agua y de
sacarina durante la prueba dos (ANOVA de medidas repetidas, post hoc de Tukey,
p = .000125). También se observaron diferencias significativas en la prueba tres
(ANOVA de medidas repetidas, post hoc de Tukey, p =.0001). En el dia tres, no se
observaron diferencias significativas entre el consumo de agua y de sacarina

durante la prueba cuatro y la prueba cinco (p>0.05)

En la grafica 5B se observa el porcentaje de consumo de agua y de sacarina con
respecto a la linea base del grupo infundido con muscimol y baclofen (M&B; n = 6).
Durante el dia uno, el analisis realizado con la prueba ANOVA de medidas repetidas
no mostré diferencias entre el consumo de agua y de sacarina durante la adquisicién
del CAS con opcion (p>0.05). Durante la Prueba 1 observamos que hay una
disminucion significativa en el consumo de sacarina con respecto al consumo de
agua (ANOVA de medidas repetidas, post hoc de Tukey, F(1,10=19.036, p=.000123).
En el dia dos, se realizé la microinfusién de muscimol y baclofen en la CPFm, diez
minutos antes de la prueba dos. Como puede observase, no hay diferencias
significativas entre el consumo de agua y de sacarina durante la prueba dos

(ANOVA de medidas repetidas, p = .0.964080). No se observaron diferencias
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significativas en la prueba tres (p>0.05). En el dia tres, no se observaron diferencias
significativas entre el consumo de agua y de sacarina durante la prueba cuatro y la

prueba cinco (p>0.05).
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Grafica 5. CPFm y CAS con opcion.(A)En la grafica se observa el consumo de agua (gris) y el consumo de
sacarina (verde) durante el CAS con opcién del grupo infundido con salina (SAL: n=6);Se observaron diferencias
significativas entre los grupos: ** p <0.01, ***p < 0.001. (B) Se muestra el consumo de agua (gris) y el consumo
de sacarina (verde) en el grupo infundido con muscimol y baclofen (M&B: n=5). Solo se observaron diferencias

significativas durante la prueba 1 ***p < 0.001

En la grafica 6A observamos la comparacion del consumo de sacarina entre el grupo
SAL (n =6) y el grupo M&B (n = 6) durante el CAS con opcién. En el dia uno, el
analisis realizado con la prueba ANOVA de medidas repetidas no mostré diferencias
significativas en el consumo de sacarina durante la adquisicién y durante la prueba
uno (p > 0.05). En el dia dos, en el momento de la desactivacion, se observa una
diferencia significativa en el consumo de sacarina ente ambos grupos (ANOVA de
medidas repetidas F (199 = 23.071; p = 0.000126). También se observaron
diferencias significativas en la prueba tres (p = 0.000132). En el dia tres, no se
observaron diferencias significativas en el consumo de sacarina durante la prueba
cuatro y la prueba cinco (P > 0.05) entre ambos grupos. En la grafica 6B se muestra

el porcentaje de consumo de agua del bebedero extra del grupo SAL vy el grupo
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M&B. El analisis de la t de Student demuestras no pareadas mostré que no hay
diferencias significativas en el consumo de agua de ambos grupos (t (10) = 0.1279, p
= 1.66). En la grafica 6C se observa un corte coronal del cerebro de la rata donde

se observa la ubicacion de la punta de los microinyectores.
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Gréafica 6 La desactivacion de la CPFm dafia la seleccion de un sabor asociado con una experiencia
aversiva. A) La grafica representa el consumo de sacarina con respecto al consumo basal de agua (SAL: n =
6; M&B: n = 6). La flecha negra indica el momento de la inyeccion de LiCl y la flecha roja indica el momento de
la microinfusidon. Ambos grupos fueron estadisticamente significativos durante la prueba 2: ***p < 0.001. B) La
gréfica muestra el porcentaje de consumo de agua del bebedero extra durante la prueba 2. C) Imagen de un
corte coronal que muestra la localizacion de las puntas de los inyectores en la CPFm (+ 2.9 mm a partir de
Bregma).
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Nuestros resultados sugieren que la CPFm es necesaria para la evocacion de la
memoria de aversion al sabor, unicamente cuando la tarea involucra opciones. Se
sabe que la informacion gustativa puede llegar a la CPFm a través de proyecciones
directas de la corteza gustativa primaria (Gabbott et al., 2003). Aunado a lo anterior,
se ha reportado que las neuronas de la CPFm pueden responder selectivamente a
estimulos gustativos aversivos (Jezzini et al., 2013). Lo anterior indica que la CPFm
es necesaria para el procesamiento de las propiedades heddnicas de los estimulos
gustativos, las cuales son indispensables para guiar la toma de decisiones. Nosotros
observamos que al desactivar la CPFm los animales son incapaces de evitar el
sabor asociado con una experiencia aversiva y optar por un sabor familiar, que no

habia sido asociado con ningun evento aversivo.

En la grafica 7A observamos la comparacién del consumo de sacarina durante el
momento de la desactivacion (prueba dos) de la COFl y la CPFm, comparando
cuando los animales tienen opcion (CAS con opcion) y cuando no la tienen (CAS
sin opcién. Se observa un incremento significativo en el consumo de la sacarina
cuando los animales son entrenados en el CAS con opcion (ANOVA factorial
F(1,25) = 20.180; post hoc Tukey: p = 0.00014).
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Figura 7 Comparacién entre COFl y CPFm durante la desactivacion del CAS con y sin
opcion. A) la grafica representa el consumo de sacarina con respecto al consumo basal de agua
durante la desactivacion de la COFI y de la CPFm. Se observan diferencias significativas entre el CAS
con opcién y el CAS sin opcién **p < 0.01. Por arriba del 50% del consumo (indicado con la linea roja)
se considera que los animales no presentan aversion al sabor y por debajo del 50% los animales si
presentan aversion a la sacarina.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la COFl y la CPFm no
participan en la evocacién de la memoria de aversion al sabor, pero si son

necesarias para la toma de decisiones guiada por dicha memoria.

8. DISCUSION

Una funcion primordial de las emociones es proporcionar una sefial al organismo
para indicar que un estimulo puede ser relevante para su supervivencia. Por lo tanto
no es sorprendente que las reacciones emocionales modulen una variedad de
funciones cognitivas, como la toma de decisiones.

En este estudio desarrollamos el modelo conductual de CAS con opcidn. Esta tarea
nos permite evaluar una conducta motivada cuyo objetivo es evitar un estimulo
gustativo aversivo. Por lo tanto, con este modelo pudimos identificar las diferentes
regiones de la corteza frontal que estan involucradas en la seleccién de una accién
guiada por una memoria gustativa aversiva. Comparando los resultados del CAS
que involucra una opcion con el que no involucra opciones (CAS sin opcion)

evaluamos si son necesarias las cortezas prefrontales (medial y orbital lateral) para
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guiar decisiones gustativas y a su vez pudimos diferenciar el papel de estas cortezas
en la evocacion de la memoria de aversidén al sabor. Entender los mecanismos
prefrontales que permiten el despliegue de conductas motivadas basadas en una
memoria emocional, podria ayudar a mejor tratamientos de desordenes en humanos
caracterizados por deficiencias en la regulacién de toma de decisiones que se

encuentras bajo influencia emocional.

Toma de decisiones emocionales: CAS con opcidn

Un paradigma usado para investigar el aprendizaje y memoria de tipo gustativo
emocional es el CAS (Garcia et al., 1955; Lasiter et al., 1985) En el CAS, los sujetos
aprenden a evitar un sabor si su ingesta es seguida por malestar. Este modelo
conductual generalmente implica la eleccién forzada del sabor novedoso asociado
con una consecuencia negativa. En ocasiones, ciertas modificaciones han
involucrado una situacién de prueba de opcién multiple, colocando tres bebederos
con sacarina y tres con agua solo durante la prueba de aversion (Rosenblum et al.,
1997; Berman et al., 2003). A diferencia de los protocolos convencionales, el
modelo desarrollado en este trabajo consistid en que los animales aprendieran a
elegir los bebederos contenedores de un estimulo gustativo seguro y rechazar
aquellos que representaban un dafo potencial. Para lograr dicho fin, las elecciones
(cuatro bebederos) se presentaron desde el inicio de la tarea, es decir, linea base
de consumo de agua, adquisicion y pruebas. La ventaja de este modelo conductual,
es que podemos comparar la sola evocacion de la memoria gustativa aversiva (CAS
sin opcidn) y la seleccion de un sabor basada en la evocacion de la memoria de
aversion al sabor (CAS con opcién). Por lo tanto, esta comparaciéon, nos permitio
identificar las cortezas prefrontales necesarias para la evocacion de la memoria
gustativa y a su vez, para la toma de decisiones basadas en la memoria gustativa
aversiva. Otros modelos conductuales han permitido identificar estructuras
necesarias para la regulacion de respuestas motivadas por memorias emocionales.
Sin embargo resultan limitados para el estudio de la toma de decisiones motivadas
por memorias emocionales. Lo anterior se debe a que la mayor parte de las tareas
los sujetos no tienen la libertad de optar y su conducta no opera en el ambiente para
evitar u obtener algo. Por lo tanto, el paradigma del CAS con opcién funge como un

modelo adecuado que nos permitié estudiar la forma en que una memoria emocional
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puede servir como un motivador para alejarse de un estimulo gustativo aversivo y

optar por uno familiar seguro.

La COFl| es necesaria para la toma de decisiones basada en una memoria

gustativa aversiva

En esta investigacion probamos la hipotesis de que la COFI era una estructura
prefrontal necesaria para la evitacion de un sabor aversivo y la eleccién de un sabor
seguro, con base en una experiencia previa. Para probar esto, desarrollamos el
modelo del CAS con opcién y lo comparamos con el CAS sin opcion. Lo que
nosotros observamos fue que la COFl no es necesaria para la evocaciéon de la
memoria de aversion al sabor cuando el animal es forzado a beber de un solo
bebedero. Sin embargo, observamos que la COFl es necesaria para elegir de
manera activa entre diferentes estimulos gustativos, uno seguro y uno aversivo.
Estudios anteriores han reportado que diferentes regiones del I6bulo temporal son
necesarias para el procesamiento de ambos tipos de memoria gustativa (De la Cruz
et al., 2008) En cuanto a la COFI, estudios de lesién han reportado que no es
necesaria para la adquisicion del CAS (Lasiter et al., 1985). Una interpretacion seria
que la Cl es la region donde se realiza la evaluacion del sabor, asignando un valor
positivo para un sabor seguro y un valor negativo para un sabor aversivo. En
relacion con lo anterior, la COFI podria ser el area donde se selecciona la accién
con base en la evaluacién. Lo anterior sugiere que la COFI podria estar usando la
significancia motivacional de los estimulos gustativos almacenado en la Cl para

dirigir conductas adaptativas.

La CPFm es necesaria para latoma de decisiones basada en una

memoria gustativa aversiva

En esta investigacion también reportamos que la CPFm tiene una participacion
diferencial en la evocacion de la memoria de aversién al sabor y en la seleccion de
acciones basadas en dicha memoria emocional. Nuestros resultados concuerdan
con previos estudios donde muestran al lesionar la CPFm no se altera el aprendizaje
en el CAS. Asimismo, ya han sido reportados parte de los mecanismos prefrontales

asociados con la formacion de la memoria del CAS. Ademas de identificar la
33



participacion de la CPFm en la evocacién de la memoria gustativa, los resultados
aqui obtenidos nos proporcionan informacion novedosa acerca del posible papel de
la CPFm en la seleccion de opciones asociadas con una memoria gustativa
aversiva. Con relacion al papel que juegan las diferentes regiones de la CPFm en
la regulaciéon emocional, se ha reportado que la corteza infralimbica (IL) y la corteza
prelimbica (PL) tienen diferentes funciones en la regulacién del miedo (Vidal-
Gonzalez et al.,, 2006; Sotres-Bayon & Quirk, 2010). En este sentido, estudios
electrofisiologicos y de lesion han implicado a la corteza PL en la expresidon de miedo
aprendido y a la corteza IL en la extincion del miedo (Quirk & Mueller, 2008). En la
presente investigacion, no se evalud el papel diferencial de la corteza IL y PL en las
decisiones motivadas por una memoria gustativa aversiva. Con base en la
regulacion diferencial sobre el aprendizaje de miedo, se podria esperar que la cortea
IL y PL también tuvieran una participacion diferente en la seleccion de los sabores.
Futuros experimentos son necesarios para hacer una distincion en el papel que

desempefia cada una de estas subregiones de la CPFm.

Limitaciones de estudio y futuras investigaciones

Con la implementacién de un modelo conductual del CAS con opcion, nosotros
pudimos contestar la pregunta de como es que una memoria emocional puede
motivar una conducta de aproximacion y de evitacidn. No obstante aun quedan
preguntas por resolver. En este trabajo unicamente abordamos el valor aversivo
que adquiere un sabor y su impacto sobre la toma de decisiones. Una
complementacién a este trabajo seria evaluar si las cortezas prefrontales son

necesarias para la toma de decisiones basadas en una memoria gustativa segura.

La memoria gustativa segura se forma cuando la ingesta de un sabor novedoso no
es seguida por un malestar gastrico, por lo tanto, este sabor es reconocido como un
estimulo familiar seguro (Green & Parker, 1975). Este proceso es conocido como
atenuacién de la neofobia (Domjan, 1976; Buresova & Bures, 1980) y puede ser
observado como un incremento en la ingesta del sabor que no fue asociado con un
evento aversivo. Para estudiar la participacion de las cortezas prefrontales en

decisiones motivadas por una memoria gustativa segura, habria que desarrollar
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diversas modificaciones al protocolo de atenuacién de la neofobia, en la cual el
animal pueda optar entre diferentes sabores. En conjunto, dichos estudios
proporcionarian un panorama mas amplio acerca de la forma en que las memorias
gustativas emocionales, tanto aversivas como apetitivas, pueden motivar las

decisiones que tomamos y el sustrato neuronal que lo subyace.

Aunado a lo anterior, es importante senalar que el modelo de CAS con opcion no
nos permite conocer si las cortezas prefrontales son necesarias unicamente cuando
se involucra un aprendizaje asociativo o si participan diferencialmente en el
procesamiento de estimulos naturalmente aversivos o apetitivos. Para ello, el
modelo deberia basarse en la presentacion de sabores que no requieren de un
entrenamiento previo para adquirir un valor hedonico positivo o negativo. Estas
modificaciones al modelo permitirian comprobar si las cortezas frontales son
necesarias para seleccionar un sabor basado en un experiencia emocional previa o
si seleccion de un sabor puede estar modulada por estimulos gustativo que de

manera innata son apetitivos o aversivos.
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9. CONCLUSIONES

La comparacion del CAS con opcion y el CAS sin opcion, nos permitid
identificar los sustratos neuronales necesarios para la evocacion de la
memoria gustativa aversiva y para la seleccion de un sabor, motivada por

dicha memoria emocional negativa.

La COFl y CPFm no son necesarias para la evocacion de la memoria de

aversion al sabor.

La COFI y la CPFm son necesarias para seleccionar un estimulo gustativo
seguro y evitar un sabor potencialmente dafino. Esta seleccién se basa en

una experiencia emocional previa.
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