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ABREVIATURAS

ADQ: Adquisicion.

AVT: Area ventral tegmental.
CAS: Condicionamiento de aversion al sabor.
CCgl: Corteza cingulada, area 1.
ClI: Corteza Insular.

CIL: Corteza infralimbica.

CM2: Corteza motora secundaria.
CPFm: Corteza Prefrontal Medial.
CPL: Corteza Prelimbica.

DA: Dopamina.

DMSO: Dimetil sulfoxido.

EC: Estimulo condicionado.

EVO: Evocacion.

EXT: Extincion.

HL: Hipotalamo lateral.

IL: Inhibicion latente.

I.p.: intraperitoneal.

LC: Locus ceruleo.

NA: Noradrenalina.

NAcc: Nacleo accumbens.

NTS: nucleo del tracto solitario.
Pref: Preferencia por un sabor.
TMD: Talamo medial dorsal.
VPL: nucleo ventroposterolateral del talamo.

VPM: nucleo ventroposteromedial del tAlamo.



1. RESUMEN/ABSTRACT

1.1. RESUMEN

La corteza prefrontal medial (CPFm) establece conexiones reciprocas con muchas
estructuras cerebrales cruciales en el control de la ingesta de alimentos y el
reforzamiento; por lo cual, la CPFm resulta un candidato ideal para estudiar la
memoria de reconocimiento del sabor. Ademas, resultados previos indican que el
consumo prolongado de azucar produce cambios en el reaprendizaje apetitivo,
sugiriendo que esta deficiencia en el reaprendizaje es responsable del aumento en
el consumo de azucar debido a la incapacidad de asociar las nuevas consecuencias
negativas al mismo sabor. Por lo tanto, el propdsito del presente trabajo fue evaluar
en ratas el efecto del bloqueo o la activacion de los receptores dopaminérgicos y B-
adrenérgicos de la corteza prefrontal medial en la preferencia por el azlcar y la
inhibicion latente (IL) del condicionamiento aversivo al sabor (CAS) después de un
consumo agudo o prolongado de azlcar. Los resultados muestran que después del
consumo prolongado de azucar la activacion de los receptores 3-adrenérgicos con
clenbuterol demora la extincién de la memoria aversiva, mientras que el bloqueo
con propranolol o la activacion de los receptores dopaminérgicos con apomorfina
incrementan la IL del CAS y aceleran la extincion solamente después del consumo
agudo de aztcar. Unicamente el bloqueo de los receptores dopaminérgicos con
haloperidol reduce la preferencia por agua azucarada después de un consumo
prolongado de azlcar, pero incrementa la IL del CAS y acelera la extinciéon de la
memoria aversiva después del consumo agudo de azlcar. En conjunto, los datos
presentados en este trabajo aportan evidencia a favor de que los receptores
catecolaminérgicos de la CPFm sufren cambios funcionales después del consumo
prolongado de azucar, y estos cambios estan relacionados con los cambios en la
capacidad de adquirir un nuevo aprendizaje aversivo y el reaprendizaje apetitivo.



1.2. ABSTRACT

The medial prefrontal cortex (mPFC) has reciprocal projections with many cerebral
structures that are crucial in the control of food ingestion behavior and reward
processing; therefore, the mPFC has an important function in taste memory
recognition. Previous results indicate that long-term consumption of sugar produces
changes in appetitive re-learning and suggest that this could trigger an escalating
consumption due to the inability to learn new negative consequences related to the
same taste. Therefore, the purpose of this study was to evaluate in rats whether after
21 days of sugar consumption the increase in sweet taste preference and latent
inhibition of conditioned taste aversion (CTA) were affected differentially by
pharmacological activation or blockage of dopaminergic and 3-adrenergic receptors,
in the mPFC, during CTA acquisition. Results showed that after long-term sugar
exposure, mPFC activation of B-adrenergic receptors with clenbuterol delayed
aversive memory extinction, but the blockade with propranolol or activation of
dopaminergic receptors with apomorphine increased CTA latent inhibition and
accelerated aversive memory extinction only after acute sugar exposure. Only
dopaminergic blockade with haloperidol prevented sweet taste preference
expression after long-term sugar consumption, increased CTA latent inhibition and
accelerated extinction after acute sugar exposure. Taken together, the present data
provide evidence that catecholaminergic receptors in the mPFC after prolonged
consumption underwent functional changes related to re-learning and new aversive
taste learning.



2. INTRODUCCION

La obesidad se ha convertido en una pandemia en nuestro siglo (Lifshitz & Lifshitz,
2014; Popkin, Adair, & Ng, 2012; Swinburn et al., 2011). La decision de qué, cuando
y cuanto comemos depende de multiples causas (Armelagos, 2014; Mennella, 2014;
Woods, 2009), y es indiscutible que el aprendizaje es un factor importante en el
desarrollo del consumo inapropiado y patologico de alimentos apetitosos (Bouton,

2011; Holland & Petrovich, 2005).

Recientemente se han realizado varios esfuerzos para entender la influencia
del aprendizaje en el consumo inapropiado de alimentos utilizando modelos
animales. Especificamente, trabajos con ratas que fueron previamente entrenadas
en un protocolo de condicionamiento clasico (en el que un estimulo auditivo o visual
es asociado al consumo de alimento), demostraron que la presentacion del estimulo
condicionado (EC) provoca que las ratas coman nuevamente a pesar de estar
saciadas (Holland & Gallagher, 2003; Weingarten, 1983). Ademas, la presentacion
de un EC asociado a la entrega de comida fue capaz de promover la busqueda de
alimento, aumentando el numero de conductas operantes previamente reforzadas
con comida (Corbit & Balleine, 2003). Esta evidencia sugiere que los estimulos
asociados con comida provocan la urgencia por comer o buscar alimento mas alla
de la saciedad. Adicionalmente, se ha reportado que el consumo de comida genera
una memoria persistente, pues se ha demostrado la generalizacion de conductas
operantes reforzadas con comida en contextos nuevos, a pesar de que previamente
se haya extinguido la conducta en el contexto origina. Ademas, si primero se asocia

un EC a la entrega de comida y después se genera un nuevo aprendizaje aversivo,



asociando el mismo EC con la administraciéon de una descarga eléctrica en las
patas, ocurre que después de extinguir el nuevo aprendizaje aversivo, el estimulo
condicionado es capaz de generar la busqueda de alimento, evienciado la

persistencia de la memoria apetitiva (Bouton & Peck, 1992).

Aunque el vinculo entre el aprendizaje y el consumo patolégico e inapropiado
de alimentos ha sido explorado, las bases neuroquimicas que subyacen a la
interferencia que ejerce un aprendizaje apetitivo tras un consumo prolongado de
azucar en un nuevo aprendizaje aversivo no han sido estudiadas con la misma
profundidad. En este sentido, el presente trabajo pretende dar un aporte a esta area

del conocimiento.

Por lo tanto, el propésito de este estudio fue evaluar si el aumento de la
preferencia y la inhibicion latente (IL) del condicionamiento de aversion al sabor
(CAS) se ven afectados de forma diferencial por la activacion o bloqueo
farmacoldgico de los receptores catecolaminérgicos en la CPFm después de 21 dias
de consumo de azucar. Con este fin, se realizaron inyecciones en la corteza
prefrontal medial (CPFm) de 1) clenbuterol, un agonista de los receptores [-
adrenérgicos; 2) propranolol, un antagonista de los receptores B-adrenérgicos; 3)
apomorfina, un agonista de los receptores dopaminérgicos; y 4) haloperidol, un
antagonista de los receptores dopaminérgicos, durante la evocacién del aprendizaje
apetitivo y en la adquisicion del CAS. Un objetivo adicional fue evaluar si la
exposicion prolongada al azucar modifica la expresion de los receptores de

dopamina en la CPFm usando la técnica de Western Blot.
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2.1. APRENDIZAJE Y MEMORIA

Los organismos requieren adaptarse a su entorno con la finalidad de sobrevivir; por
ello deben responder de forma flexible a las demandas de un medio ambiente
incierto y cambiante, lo que se logra a través del aprendizaje (Nolfi & Floreano,
1999). El aprendizaje se define en términos neurobiolégicos como “la creacién de
representaciones internas duraderas o modificaciones perdurables a estas
representaciones internas debidas a la experiencia” (Dudai, 2004); por lo tanto, la
memoria es “la retencidn en el tiempo de las representaciones internas
dependientes de la experiencia, o la capacidad de reactivar o reconstruir tales
representaciones” (Dudai, 2004). Como podemos deducir a partir de las definiciones
mencionadas, mientras el aprendizaje puede observarse durante la interaccion del
organismo con su ambiente, la memoria se debe inferir a partir de la conducta
observable, al menos mientras el desarrollo de la disciplina no permita un estudio

directo del fenébmeno.

Por su aplicabilidad y grado desarrollo conceptual, en esta tesis doctoral se
optod por el estudio de la memoria a través del uso de modelos del aprendizaje del
sabor (Nufez-Jaramillo, Ramirez-Lugo, Herrera-Morales, & Miranda, 2010). Por
medio de estos modelos se puede evaluar la capacidad de reconocer sustancias
nutritivas y evitar las venenosas, reforzando el éxito adaptativo de cualquier
organismo. A favor de utilizar estos modelos esta el hecho de que los mamiferos
nacen con preferencias hacia sabores que aportan nutrientes importantes para
mantenerse vivos y aversiones heredadas hacia alimentos que podrian poner en

riesgo la salud (Bures, Bermudez-Rattoni, & Yamamoto, 1998; Chandrashekar,
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Hoon, Ryba, & Zuker, 2006; Miranda, 2011; Nufiez-Jaramillo et al., 2010). Debido a
lo importante de la capacidad para encontrar nutrientes, los mamiferos pueden
cambiar estas preferencias y aversiones innatas para ampliar la variedad de
sustancias comestibles en el medio gracias al aprendizaje (Bureset al., 1998;
Miranda, 2011; Nuafez-Jaramillo et al., 2010). Con la finalidad de estudiar el
aprendizaje del sabor en una forma mas controlada se han desarrollado protocolos
conductuales experimentales especificos. Los protocolos que existen para estudiar
de forma experimental el aprendizaje del sabor y su empleo para estudiar la

memoria del sabor se explicaran en la siguiente seccion.
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2.1.1. Modelos para estudiar la memoria del sabor

Siguiendo la definicidbn neurobiolégica de memoria, la memoria del sabor es una
representacion interna y duradera del olor y gusto, que se estudia a través de los

protocolos experimentales de conducta (véase Tabla 1).

Tabla 1. Tipos de memoria del sabor y protocolos conductuales que existen
para su estudio.

Tipo de memoria | Protocolo Referencia

del sabor conductual

Formacion de CAS (Garcia, Hankins, & Rusiniak, 1974)

memoria aversiva

Formacion de Preferencia al sabor (Touzani, Bodnar, & Sclafani, 2010)

memoria apetitiva | IL del CAS (Berman, Hazvi, Neduva, & Dudai, 2000)

Consolidacion de CAS (Gal-Ben-Ari & Rosenblum, 2011)

la memoria

Evocacion de la CAS (Osorio-Gémez, Guzman-Ramaos, &

memoria Bermudez-Rattoni, 2016)
Preferencia al sabor (Rodriguez-Garcia & Miranda, 2016)

Extincion de la CAS (Berman & Dudai, 2001)

memoria aversiva

En esta tabla se muestran los diferentes tipos de memoria del sabor que se han
identificado junto con los protocolos conductuales mas usados para estudiarlas
(NUfiez-Jaramillo et al., 2010). En la columna de la derecha se encuentran
referenciados ejemplos de estos estudios.

2.1.1.1. Preferencia al sabor

Se entiende por preferencia al sabor el consumo de un alimento o sustancia sobre
otro u otros (Nufiez-Jaramillo, Ramirez-Lugo, Herrera-Morales, & Miranda, 2010).
Para evaluar la preferencia experimentalmente, primero se permite a los sujetos
experimentales escoger consumir o beber diferentes sustancias (alimentos) con
sabores de diferentes caracteristicas; p.ej. atractivo y/o novedoso o sabor

neutral/familiar y, normalmente, 24 h después se les permite nuevamente escoger

13



entre dichos alimentos/sustancias. Esta prueba conductual permite evaluar la
formacién de la preferencia por alguno de los sabores presentados. Se considera
gue hay memoria apetitiva cuando los sujetos consumen una cantidad mayor de un
determinado alimento/sabor en comparacion con el otro u otros

alimentos/sustancias presentados (Carpenter, 1958; Nufiez-Jaramillo et al., 2010).

2.1.1.2. Condicionamiento de Aversién al Sabor (CAS)

El Condicionamiento de aversion al sabor (CAS) es el rechazo aprendido a consumir
un alimento o sustancia asociado a un malestar gastrico (Garcia, Hankins, &
Rusiniak, 1974). En este protocolo conductual un alimento o sustancia de sabor
novedoso es asociado con una irritacion gastrica (normalmente a través de cloruro
de litio, LiCl), que se administra con una demora variable después del consumo.
Posteriormente se permite nuevamente a los sujetos consumir el mismo alimento o
sustancia para evaluar el grado de aversién adquirida, esto ocurre en el dia de
evocacion (EVO) del CAS. Este protocolo permite evaluar la adquisicion de la
aversion condicionada al sabor, cuantificando el grado de aversién al
alimento/sustancia el dia siguiente (Garcia et al., 1974). Se ha identificado un
periodo de tiempo después de la adquisicion del CAS en el que ocurren procesos
neurofisiolégicos que estabilizan el aprendizaje y que se conoce como periodo de

consolidacion (Gal-Ben-Ari & Rosenblum, 2011).
2.1.1.3. Extincion del CAS
Después del entrenamiento del CAS, la presentacion sucesiva del alimento, pero

sin que éste se asocie nuevamente al malestar gastrico reduce la aversion
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condicionada. Este proceso se conoce como extincion, y conduce al aumento del
consumo del alimento o sustancia anteriormente asociado al malestar gastrico. La
extincion se considera completa cuando el consumo del alimento o sustancia
asociada al malestar géastrico es similar al de los animales en los cuales el alimento
0 sustancia no fue asociada al malestar gastrico (Nufiez-Jaramillo et al., 2010). A
través de la cuantificacion del alimento ingerido durante los dias de extincién se
comprueba el aumento progresivo del consumo, evaluando asi la extincion de la
memoria de aversion. La extincion de la memoria aversiva se emplea para medir la
estabilidad de la asociacion aversiva, ya que la resistencia a la extincion es mayor
cuando la memoria aversiva es mas estable (Prado-Alcala, Medina, Lopez, &

Quirarte, 2012).

2.1.1.4. Inhibicién latente del CAS (IL del CAS)

La inhibicion latente es la disminucién de la capacidad de generar una asociacion
aversiva que tiene un estimulo como consecuencia de la preexposicidon no reforzada
(Lubow, 1973). Experimentalmente la IL del CAS se logra a través de la
preexposicion a un sabor novedoso, generalmente un dia antes del CAS. La
preexposicion genera una memoria apetitiva o0 incidental que interfiere
posteriormente con la formacion de la memoria aversiva, esta interferencia se
observa como un mayor consumo del sabor (menor aversion) el dia de la EVO

(Revusky & Bedarf, 1967).

Recientemente en nuestro laboratorio se ha desarrollado un protocolo
conductual con la finalidad de avanzar el conocimiento de la memoria del sabor
altamente familiar de sabores apetitivos (Vera-Rivera et al., 2018). Particularmente

15



se ha evaluado el efecto del consumo de agua azucarada ad libitum entre 14-21
dias sobre la memoria apetitiva en ratas. La memoria apetitiva se evalué después
del consumo prolongado de azucar a través del protocolo de preferencia
comparando el consumo de agua azucarada con el de agua simple, asimismo, se
empled el protocolo de CAS para dilucidar los efectos de la interferencia proactiva
de la memoria apetitiva altamente familiar sobre la formacién de la memoria aversiva

(IL del CAS).
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2.2. ESTRUCTURAS CEREBRALES INVOLUCRADAS EN LA MEMORIA DEL

SABOR

Durante el consumo de alimentos las vias sensoriales gustativas, olfativas y tactiles
son activadas y la integracion de esta informacion genera la percepcion del sabor
(Miranda, 2011). La via estructural a la que subyace el procesamiento del gusto
empieza en las células gustativas ubicadas en las papilas de la lengua, las cuales
transducen el estimulo sapido a un codigo de potenciales de accion hacia las
neuronas que forman los pares craneales VII, IX y X. Es a través de estos pares
craneales que la informacion gustativa llega a su primer relevo en el sistema
nervioso central, el nucleo del tracto solitario (NTS) en el bulbo raquideo. A su vez
el NTS reenvia la informacion al nacleo parabraquial ubicado en el puente, el cual
transmite la informacion gustativa al nucleo ventroposteromedial (VPM) del talamo.
Por ultimo, la informacion es proyectada desde el VPM a la corteza insular (Cl) o

corteza gustativa (Bermudez-Rattoni, 2004).

El olor de los alimentos consumidos alcanza el epitelio olfatorio por la via
retronasal. Las neuronas del epitelio olfatorio transducen el estimulo olfativo a un
codigo de potenciales de accién hacia las neuronas mitrales del bulbo olfatorio, las
cuales a su vez proyectan la informacion a la corteza piriforme o corteza olfatoria.
La corteza piriforme proyecta a la Cl donde se integra con la informacion gustativa

para formar la percepcion del sabor (Caynas, 2010; Miranda, 2012).

La estimulacion tactil de la boca activa los mecanorreceptores de las
terminaciones nerviosas de las células del ganglio trigeminal, generando
potenciales de accion que viajan a lo largo de la raiz maxilar del nervio trigémino
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llevando la informacion tactil al ndcleo principal del complejo trigeminal en el tallo
cerebral. Las neuronas del nucleo principal del complejo trigeminal proyectan esta
informacion al nucleo ventroposterolateral del tAlamo (VPL) a través del lemnisco
medial. A su vez, el VPL proyecta esta informacion a la Cl donde se integra la
informacion gustativa, olfativa y tactil que conforman la percepcion del sabor (de

Araujo & Simon, 2009; Haggard & de Boer, 2014).

A pesar de que las vias mencionadas anteriormente son consideradas la via
general del procesamiento del sabor, cabe mencionar que esta via interactia con
otras estructuras para poder guiar la conducta de consumo. De entre estas
estructuras la corteza prefrontal medial (CPFm) se caracteriza por ser un area de
asociacion que tiene proyecciones reciprocas con un gran numero de estructuras
cerebrales (Heidbreder & Groenewegen, 2003; Hoover & Vertes, 2007; Vertes,
2004). Particularmente la CPFm establece conexiones con el ndcleo del tracto
solitario (NTS), el nucleo parabraquial del puente, la amigdala, el hipotalamo lateral
(HL), la corteza ClI, el estriado y el area tegmental ventral (AVT), todas ellas areas
importantes en el control de la conducta de ingestion de alimentos y el
procesamiento de estimulos gustativos (Dela Cruz et al., 2015; Galosi et al., 2015;
Horst & Laubach, 2013; Moscarello, Ben-Shahar, & Ettenberg, 2007; Parabucki &
Netser, 2014; Parent, Amarante, Liu, Weikum, & Laubach, 2015; Van den Oever et
al., 2006). Esta relaciébn es importante, pues mientras la via canonica esta
relacionada con el procesamiento de la informacion gustativa, olfativa, tactil y
visceral, la CPFm ha sido relacionada con funciones cognitivas, tales como

procesos atencionales, toma de decisiones, conductas orientadas a metas,
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memoria de trabajo, adquisicion de la memoria y flexibilidad conductual (Balleine &
Dickinson, 1998; Birrell & Brown, 2000; Gill, Castaneda, & Janak, 2010; Granon,
Vidal, Thinus-Blanc, Changeux, & Poucet, 1994; Lacroix, Spinelli, Heidbreder, &
Feldon, 2000; Muir, Everitt, & Robbins, 1996; Orsini et al., 2018; Paine, Asinof, Diehl,
Frackman, & Leffler, 2013; Sotres-Bayon, Cain, & LeDoux, 2006), funciones
importantes para el aprendizaje del sabor y la conducta de ingesta de alimentos,

razon por la cual nos centraremos en el estudio de CPFm en el presente estudio.
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2.2.1. Corteza prefrontal medial (CPFm) y su relacion con la

memoria del sabor

En la rata, se conoce como CPFm a la corteza agranular de la region frontal de la
pared medial los hemisferios cerebrales, que a su vez es anterior y dorsal al genu
del cuerpo calloso y que ademas estd compuesta por un 75-80% de neuronas
piramidales glutamatérgicas y un 20-25% de interneuronas GABAérgicas. Se
caracteriza por establecer conexiones reciprocas con el talamo medial dorsal (TMD)
y carecer de la capa IV de células granulares. Esta 4rea se compone a su vez de
cuatro subregiones con caracteristicas citoarquitectonicas distintivas (Heidbreder &
Groenewegen, 2003; Santana & Artigas, 2017). Enseguida se describen las
caracteristicas citoarquitectonicas de estas cuatro regiones empezado por el area

mas dorsal y continuando en direccién ventral:

Corteza motora secundaria (CM2): es la mas gruesa y la que se encuentra
mas dorsal de las cuatro regiones. Se trata de corteza agranular con una capa llI
compuesta de un relativamente escaso numero de cuerpos celulares y una capa |l

relativamente densa (Donoghue & Wise, 1982).

Corteza cingulada, area 1 (CCgl): al igual que la region dorsalmente
adyacente, carece de la capa IV, posee limites interlaminares bien definidos entre
Sus cinco capas y se pueden observar dos subregiones en la capa 6. A diferencia
de la CM2, la CCGgl es mas delgada, principalmente en las capas lll, Vy VIl y se

caracteriza por poseer somas neuronales de forma piramidal agrupados
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horizontalmente en la capa V, lo cual es propio de esta region (Gabbott, Dickie, Vaid,

Headlam, & Bacon, 1997).

Corteza prelimbica (CPL): esta corteza agranular es mas delgada que la
region inmediatamente dorsal (CCgl) debido la reduccién en el area de las capas

lll, V'y VI, siendo mas evidente esta reduccion en la capa VI (Gabbott et al., 1997).

Corteza infralimbica (CIL): esta corteza agranular se distingue por poseer
células con cuerpos relativamente mas grandes que las regiones mas dorsales y
una capa Il mas amplia y poco diferenciada de la capa lll (mezclada con la capa Ill).
Ademas, sus capas V y VI son las mas delgadas y poseen los bordes menos

definidos de las cuatro regiones (Gabbott et al., 1997).

Entre las funciones que se han vinculado con esta estructura cerebral se
encuentra el reforzamiento. De tal forma, se ha documentado que la estimulacion
eléctrica de la CPFm sirve para reforzar una respuesta operante (Robertson,
Laferriere, & Milner, 1982). Ademads, la inhibicion de la CPFm con muscimol
incrementa la respuesta de las neuronas del AVT durante la espera por un
reforzador y la inhibicion optogenética de las proyecciones de la CPFm hacia el
ndcleo accumbens reduce la busqueda de cocaina, lo que sugiere que la CPFm a
través de sus proyecciones hacia otras estructuras cerebrales ejerce control sobre
la expectativa y motivacion por un reforzador (Jo, Lee, & Mizumori, 2013; Stefanik

et al., 2013).

Como ya se menciond, por ser una corteza de asociacion interconectada con

otras cortezas y nucleos, la CPFm esta relacionada con funciones cognitivas como
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la atencion. De acuerdo con esta idea se ha documentado que la lesidn excitotoxica
de la CPFm con acido quinolinico reduce el nimero de respuestas correctas
mientras se realiza una tarea de tiempo de reaccién con cinco opciones de
respuesta en serie (Five-choice serial reaction time task; Muir et al., 1996). Debido
a que el sujeto experimental debe estar atento a la sefial que se le da en cada
ensayo, los errores en esta tarea son atribuidos a un déficit de atencion. Ademas,
la lesion de la CPFm con acido N-metil-D-aspéartico reduce el tiempo de exploracion

de un estimulo visual novedoso (Dias & Honey, 2002).

Otra funcion cognitiva afectada por la lesiéon de la CPFm es la memoria de
trabajo. Se ha reportado que la lesion de la CPFm impide la respuesta de igualacion
a la muestra (matching-to-sample tasks) usando un laberinto de dos brazos, una
tarea en la que el sujeto experimental debe mantener la memoria adquirida durante
el ensayo de muestra, para poder realizar la misma conducta durante la prueba
(Granon et al., 1994). Mas aun, con el uso de la tarea de respuesta de alternancia
(una tarea en la cual el sujeto experimental debe recorrer uno de los dos brazos
posibles dentro de un laberinto en el primer ensayo para conseguir un reforzador,
mientras en el siguiente ensayo debe recorrer el brazo opuesto, continuando en los
siguientes ensayos escogiendo de forma alternada entre ambos brazos, por lo cual
debe mantener la memoria de la respuesta anterior para no repetirla en el nuevo
ensayo), se ha descubierto que existe un aumento en la frecuencia de disparo de
las neuronas de la CPFm mientras se mantiene activa la memoria a corto plazo,
mientras que la inactivaciéon de la CPFm con muscimol disminuye el nimero de

respuestas correctas (Yang, Shi, Wang, Peng, & Li, 2014). Ademas, se ha reportado
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gue la lesiéon de la CPFm impide la adquisicion y extincion de la asociacion de un
sonido con un choque eléctrico en las patas utilizando el protocolo conductual de
condicionamiento de miedo (Lacroix et al., 2000; Sotres-Bayon et al., 2006). De igual
manera, se ha documentado que la lesion de la CPFm impide la adquisicion de la
asociacion de una operante (presion de palanca) reforzada con comida (Balleine &
Dickinson, 1998). Resulta pertinente mencionar que la lesion de la CPFm con acido
iboténico reduce la flexibilidad conductual, aumentando la perseveracion en emitir
una respuesta que ya no es reforzada, empleando el protocolo conductual de ajuste

al cambio (set-shifting task; Birrell & Brown, 2000).

Especificamente con relacion a la memoria del sabor, es sabido que la CPFm
y la corteza insular se encuentran interconectadas reciprocamente y el cortar estas
conexiones impide la adquisicion del CAS (Gabbott, Warner, Jays, & Bacon, 2003;
Schalomon, Robertson, & Laferriere, 1994). De igual forma, la lesion de la CPFm
impide la formacion y la evocacion del CAS (Gonzalez, Villar, Igaz, Viola, & Medina,
2015; Hernéadi et al., 2000). Asimismo, se ha reportado que tanto la activacién de
los receptores al acido y-aminobutirico (GABA), como el bloqueo de los receptores
a glutamato o la inhibicién de la sintesis de proteinas en la CPFm durante la
adquisicion del CAS impide la formacién de la memoria aversiva (Gonzalez et al.,
2015). Esta evidencia sustenta la idea de que la actividad de la CPFm es importante
para la formacion de la memoria aversiva. Aunque se ha documentado que la
inhibicion de la CPFm activando los receptores a GABA no tiene ningun efecto en
la evocacién del CAS (Ding, Teixeira, & Frankland, 2008; Ramirez-Lugo, Pefas-

Rincon, Angeles-Duréan, & Sotres-Bayon, 2016), se ha documentado el aumento en
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la expresion de genes en la CPFm durante la extincion del CAS, junto con reportes
de que mientras la inhibicidn de la sintesis de proteinas en esta estructura cerebral
impide la extincion del CAS, la estimulacion eléctrica de esta region cortical facilita
la extincion del CAS (Akirav et al., 2006; Lin, Wang, Tai, & Tsai, 2010; Maroun,
Kavushansky, Holmes, Wellman, & Motanis, 2012; Mickley, Kenmuir, Yocom,
Wellman, & Biada, 2005; Shehadi & Maroun, 2013). Es importante destacar que, Si
bien se cuenta con evidencia de que la CPFm patrticipa en las diferentes etapas de
la memoria del sabor, no se ha estudiado la participacion de esta estructura del
cerebro durante la evocacién (EVO) de la memoria apetitiva después un consumo

prolongado de azucar, ni los efectos durante un nuevo aprendizaje aversivo.
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2.3. ACTIVIDAD DOPAMINERGICA Y B-ADRENERGICA EN LA CORTEZA

PREFRONTAL MEDIAL (CPFm)

Desde que pudieron visualizarse las vias dopaminérgica y B-adrenérgicas en el
cerebro de roedores con la técnica de histofluorescencia fue notoria la mayor
inervacion de estos sistemas de neurotransmision en el hipotalamo, el nucleo
estriado y la corteza prefrontal, lo que muestra la importancia de estos
neurotransmisores en la conducta de consumo de alimento, el control del
movimiento musculo-esquelético y en las funciones cognitivas (Fuxe, Hokfelt, &
Ungerstedt, 1970). En el presente trabajo nos centraremos en la actividad
dopaminérgica y B-adrenérgica, razon por la cual se describiran estos sistemas de
neurotransmision, después se expondra la relacion de la actividad dopaminérgica y
B-adrenérgica en CPFm con las funciones de la CPFm relevantes para el estudio
de la evocacion de la memoria apetitiva tras un consumo prolongado de azlcar, asi
como un nuevo aprendizaje aversivo; y se dara evidencia de su participacion en la

memoria del sabor.
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2.3.1. Actividad dopaminérgica en la corteza prefrontal medial
(CPFm) vy su relacién con el reforzamiento, la atencién, la memoria

y la flexibilidad conductual

Al respecto de la dopamina, este neurotransmisor en la CPFm proviene del area
ventral tegmental (AVT) del mesencéfalo, llegando a la CPFm a través de la via
mesocortical (Emson, Koob, & Iversen, 1977). Ademas, existe una mayor inervacion
dopaminérgica en las capas V y VI de la CPFm (Benes, Vincent, Molloy, & Khan,
1996). También, se ha reportado que a diferencia de lo que ocurre en el estriado,
las fibras dopaminérgicas mesocorticales que inervan a la CPFm presentan una
tasa de disparo mas alta, un mayor radio de difusion de la dopamina y la falta de
autorreceptores inhibidores de la sintesis de dopamina (Sesack, Hawrylak, Matus,
Guido, & Levey, 1998). Estos datos son evidencia de la singularidad de la actividad
dopaminérgica de la CPFm con respecto a otras areas del cerebro. De tal forma,
este neurotransmisor ejerce sus efectos post-sindpticos a través de 5 tipos de
receptores acoplados a proteinas G, estos son: D1, D2, D3, D4 y D5. Estos
receptores se agrupan a su vez en dos sub-familias dependiendo de si su activacion
aumenta los niveles del nucleétido adenosin trifosfato ciclico (sub-familia tipo D1
conformada por los receptores D1 y D5), o los disminuye (sub-familia tipo D2
formada por los receptores D2, D3 y D4; Sibley & Monsma, 1992). Asimismo, se ha
reportado que los receptores D1 se expresan principalmente en las capas lll, Vy VI
de la CPFm, mientras que los D2 se expresan principalmente en las capas V y VI
de la CPFm. Ambos receptores se expresan tanto en neuronas piramidales

glutamatérgicas, como en interneuronas GABAérgicas de la CPFm. Ademas, los
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receptores D1 se expresan en mayor cantidad y en mas células que los D2 (Boyson,

McGonigle, & Molinoff, 1986; Santana, Mengod, & Artigas, 2009).

Desde que se establecio la relacion entre el aumento en la liberacion de
dopamina y la capacidad reforzante de la estimulacion eléctrica intracraneal, la
inervacion dopaminérgica de la CPFm hizo de esta estructura cerebral un candidato
ideal para el estudio de las bases neuroquimicas del reforzamiento. De tal forma,
se ha documentado que el reforzamiento con autoestimulacion eléctrica de la CPFm
incrementa los niveles extracelulares de DA en la CPFm y el bloqueo de los
receptores D1 disminuye el nUmero de descargas eléctricas autoadministradas en
la CPFm (Ferrer, Sanguinetti, Vives, & Mora, 1983; Mora & Myers, 1977). Esta
evidencia demuestra que la actividad dopaminérgica de la corteza prefrontal

participa durante el reforzamiento.

La alteracion de la actividad dopaminérgica en la CPFm se ha vinculado con
alteraciones en la atencion. Por ejemplo, la denervacion de las terminales
dopaminérgicas de la CPFm impiden la inhibicién de la respuesta de sobresalto que
produce un estimulo auditivo estridente, lo que manifiesta la incapacidad para filtrar
informacion relevante del medio (Bubser & Koch, 1994). Ademas, atender a un
estimulo novedoso incrementa los niveles de DA extracelular en la CPFm
(Feenstra, Botterblom, & van Uum, 1995). Respecto a la memoria de trabajo se ha
documentado que tanto la denervacion de las terminales dopaminérgicas, como el
bloqueo de los receptores dopaminérgicos en la CPFm dificulta que los sujetos
experimentales mantengan la memoria de corto plazo mientras realizan la tarea de

escoger brazos de forma alternada en un laberinto en T (Aultman & Moghaddam,
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2001; Bubser & Schmidt, 1990). Ademas, se ha reportado el aumento de la
liberacion extracelular de dopamina (DA) en la CPFm durante la adquisicion y
evocacion de la memoria de corto plazo mientras se realiza la tarea de escoger
brazos de forma alternada en un laberinto en T y se ha correlacionado positivamente
el nivel de liberacion de dopamina en la CPFm con la probabilidad de escoger el

brazo correcto (Phillips, Ahn, & Floresco, 2004).

Es importante sefialar ademas, que existe un aumento significativo de DA en
la CPFm durante la adquisicion y la evocacion de la asociacién de un sonido con un
choque eléctrico utilizando el protocolo conductual de condicionamiento de miedo,
mientras que el bloqueo de los receptores a DA de la CPFm impide selectivamente
la evocacién del condicionamiento de miedo (Wilkinson et al., 1998). Asimismo, se
ha reportado que tanto la denervacién dopaminérgica, como la activacién de los
receptores dopaminérgicos en la CPFm con apomorfina incrementan la inhibicion
latente (IL) del condicionamiento de miedo (Broersen, Heinsbroek, de Bruin, &
Olivier, 1996; Nelson, Thur, Marsden, & Cassaday, 2010). Ademas, se ha
documentado el aumento de dopamina en la CPFm durante la adquisicion de la
asociacion de una operante (presion de palanca) reforzada con comida; el bloqueo
de los receptores a DA en esta estructura cerebral impide la adquisicion y evocacion
de la asociacibn de una conducta operante reforzada con comida (Baldwin,
Sadeghian, & Kelley, 2002; Izaki, Hori, & Nomura, 1998). Conjuntamente, el boqueo
de los receptores dopaminérgicos de la CPFm reduce la flexibilidad conductual,
aumentando la perseverancia de una respuesta que ya no es reforzada mas con el

uso del protocolo conductual de ajuste al cambio (set-shifting task; Floresco,
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Magyar, Ghods-Sharifi, Vexelman, & Tse, 2006). A pesar de que se conoce la
participacion de la actividad dopaminérgica de la CPFm en el reforzamiento, la
atencion, la memoria y la flexibilidad conductual, hasta ahora no se ha explorado su
participacion durante la evocacion de la memoria apetitiva tras un consumo

prolongado de azucar, ni sus efectos durante un nuevo aprendizaje aversivo.
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2.3.2. Actividad B-adrenérgica en la corteza prefrontal medial
(CPFm) vy su relacién con el reforzamiento, la atencién, la memoria

y la flexibilidad conductual

Los receptores adrenérgicos se agrupan en tres subfamilias: a1, a2 (conocidos
como a-adrenérgicos) y B (conocidos como 3-adrenérgicos). Son tres los receptores
B-adrenérgicos que se han encontrado hasta ahora: -1, B-2 y B-3. Se trata de
receptores acoplados a proteinas G, los cuales han sido agrupados en esta
subfamilia ya que su activacion aumenta los niveles del nucle6tido adenosin
trifosfato ciclico (Ramos & Arnsten, 2007). Ademas, los receptores 3-adrenérgicos
se expresan en toda la corteza prefrontal medial, y se ha reportado que el receptor
B-1 es el méas expresado (Nicholas, Pieribone, & Hokfelt, 1993; Parkt et al., 1996;
Summers, Papaioannou, Harris, & Evans, 1995). También se ha reportado que
estos receptores B-adrenérgicos son activados por la noradrenalina (NA)
proveniente del locus ceruleo (LC) en el puente cerebral, llegando a la CPFm a
través de la via mesocortical (Emson et al., 1977). A pesar de que existe inervacion
noradrenérgica en toda la CPFm, existen mas terminaciones noradrenérgicas en la
capa | (Miner, Schroeter, Blakely, & Sesack, 2003). Se ha reportado que la
autoestimulacion eléctrica intracraneal de la CPFm no es alterada por el la
activacion o el bloqueo de los receptores B-adrenérgicos, sugiriendo que la actividad
B-adrenérgica de la CPFm no patrticipa en el reforzamiento (Ramirez, Alba, Vives,

Mora, & Osorio, 1983).
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Con respecto a la atencion, se ha descrito en roedores un aumento en la
frecuencia de disparo de las neuronas noradrenérgicas del LC durante el despertar
y la disminucion progresiva en la frecuencia de disparos de estas mismas neuronas
a lo largo de las diferentes etapas del suefio, hasta alcanzar su minima frecuencia
de disparo durante el suefio con movimientos oculares rapidos (Aston-Jones,
Chiang, & Alexinsky, 1991). Ademds, se ha reportado la disminucion de NA
extracelular en la CPFm en roedores bajo anestesia (Kubota et al., 1999). Estos
descubrimientos aunados al hecho de que existe un aumento de NA en la CPFm
mientras se explora un nuevo contexto y que el bloqueo de los receptores -
adrenérgicos con propranolol disminuye la exploracién activa, muestran la
participacion de la actividad B-adrenérgica de la CPFm en la atencién (Feenstra,

Botterblom, & Mastenbroek, 2000; Sara, Dyon-Laurent, & Hervé, 1995).

Por una parte, con relacion a la memoria de trabajo, se ha documentado una
correlacion negativa entre la cantidad de NA en la CPFm y el nUmero de errores
cometidos mientras realiza la tarea de escoger brazos de forma alternada en un
laberinto T (Sahakian et al., 1985). Por otra parte, se ha reportado que tanto el
bloqueo de los receptores -1 como la activacion de los receptores -2 facilita que
los sujetos experimentales mantengan por mas tiempo una memoria a corto plazo
mientras realizan la tarea de escoger brazos de forma alternada en un laberinto T

(Ramos et al., 2005).

También, hay evidencia del aumento significativo de NA extracelular en la
CPFm durante la adquisicion y evocacién de la asociacion de un sonido con un

choque eléctrico utilizando el protocolo conductual de condicionamiento de miedo
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(Feenstra, Vogel, Botterblom, Joosten, & de Bruin, 2001). Asimismo, se ha
reportado que la activacion de los receptores B-2 de la CPFm al finalizar el
entrenamiento del protocolo conductual de condicionamiento de miedo fortalece la
asociacion del sonido con el choque eléctrico y la memoria evocada 24 h después
(Zhou et al., 2013). De igual manera se ha reportado que la activacion de los
receptores B-adrenérgicos de la CPFm antes del primer ensayo de extincion de la
asociacion de un sonido con un choque eléctrico utilizando el protocolo conductual
de condicionamiento de miedo facilita la extincion de la asociacion de un contexto
con el choque eléctrico (Do-Monte et al., 2010). También se ha documentado el
aumento de la NA en la CPFm durante la adquisicion y evocacion de la asociacion
de una conducta operante (presién de palanca) reforzada con comida (Mingote, de

Bruin, & Feenstra, 2004).

Adicionalmente, se sabe que la lesidon de las terminales noradrenérgicas de
la CPFm reduce la flexibilidad conductual, aumentando la perseverancia de una
respuesta que ya no es reforzada mas con el uso del protocolo conductual de ajuste
al cambio (set-shifting task), y este déficit en la flexibilidad es mejorado por la
aplicacion del agonista noradrenérgico atomoxetina (McGaughy, Ross, &
Eichenbaum, 2008; Newman, Darling, & McGaughy, 2008). A pesar de que se
conoce la participacion de la actividad B-adrenérgica de la CPFm en la atencion, la
memoria y la flexibilidad conductual, hasta ahora no se ha explorado su participacion
durante la evocacion de la memoria apetitiva tras un consumo prolongado de

azUcatr.
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2.3.3. Actividad dopaminérgica y B-adrenérgica en la corteza
prefrontal medial (CPFm) durante la formacién de la memoria del

sabor

De entre los varios sistemas de neurotransmision que pueden encontrarse en la
CPFm, el sistema catecolaminérgico ha demostrado su relacion con la regulacion
del consumo de alimentos y la memoria del sabor. Por una parte, ha sido
reiteradamente reportado el incremento en la liberacion extracelular de dopamina
en la CPFm durante el consumo de alimentos apetitosos (Bassareo, De Luca, & Di
Chiara, 2002; De Luca, 2014; Feenstra, Teske, Botterblom, & De Bruin, 1999;
Gambarana et al., 2003). Por otra parte, el consumo de azlcar incrementa la
liberacion tanto de dopamina como noradrenalina en la CPFm (Mingote et al., 2004).
Ademas, mientras la activacion optogenética de las neuronas piramidales de la
CPFm que expresan el receptor D1 incrementa el consumo de alimento, la inhibicién
optogenética de estas mismas neuronas disminuye el consumo de alimento (Land

et al., 2014).

Con respecto a la memoria aversiva del sabor, la administracion sistémica
del antagonista de los receptores D1, el SCH 39166, inmediatamente después de
finalizado el protocolo conductual del CAS impide la consolidacion de la memoria
aversiva del sabor (Fenu, Rivas, & Di Chiara, 2009). Ademas, mientras la
administracion sistémica de un antagonista de los receptores 3-adrenérgicos (dl-4-
[2 hydroxy-3-isopropylaminopropoxy]-indole) durante la adquisicion del CAS reduce

la aversion condicionada al sabor, la administracion sistémica de un agonista de
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estos receptores (dl-isoproterenol hydrochloride) incrementa la aversion (Kral & St
Omer, 1972). M&s aln, tanto el boqueo de los receptores a dopamina (DA) como el
bloqueo de los receptores B-adrenérgicos en la corteza insular (Cl) durante el
entrenamiento del protocolo conductual de CAS impide la adquisicion de la memoria
del sabor aversivo (Berman, Hazvi, Neduva, & Dudai, 2000). También, se ha
documentado que el bloqueo de los receptores B-adrenérgicos en la amigdala
impide la formacion de la memoria aversiva del sabor (Miranda, LaLumiere, Buen,
Bermudez-Rattoni, & McGaugh, 2003). Mas aun, se ha documentado que tanto el
aumento extracelular de dopamina en la Cl y de noradrenalina en la amigdala
durante la consolidacién de la memoria aversiva (CAS), asi como el bloqueo de los
receptores dopaminérgicos en la Cl y los B-adrenérgicos en la amigdala durante el
periodo de consolidacién impiden la formacién de la memoria del sabor aversivo
(Guzméan-Ramos, Osorio-Gomez, Moreno-Castilla, & Bermudez-Rattoni, 2010,
2012). Esta evidencia sustenta el hecho de que el sistema dopaminérgico y B-

adrenérgico son importantes para la formacién de la memoria del sabor aversivo.

Mas concretamente, ademas de que la denervacion de las fibras
dopaminérgicas y noradrenérgicas de la CPFm con la toxina 6-hidroxidopamina
impide la adquisicidon de del CAS, el bloqueo de los receptores -adrenérgicos en la
CPFm produce el mismo efecto (Hernadi et al., 2000; Reyes-Lépez, Nufiez-
Jaramillo, Moran-Guel, & Miranda, 2010). Mas aun, el bloqueo de los receptores D1
de la CPFm con SCH23390 durante el periodo de consolidacion de la memoria del
CAS a sacarina desestabiliza la memoria, haciéndola propensa a extinguirse mas

rapidamente (Gonzalez et al., 2014). Esta evidencia muestra que la actividad
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dopaminérgica y B-adrenérgica de la CPFm es importante para la formacion y
estabilidad de la memoria del sabor aversivo. Una vez formada la memoria del
sabor, es crucial que el organismo recupere esta informacion para guiar su conducta
y poder adaptarse a su ambiente, a este fenbmeno se le conoce como evocacién
de la memoria (Nufiez-Jaramillo et al., 2010). Asi pues, se ha reportado el
incremento extracelular de dopamina y noradrenalina tanto en la Cl como en la
amigdala durante la evocacion del CAS a sacarina (Osorio-Gémez, Guzman-
Ramos, & Bermudez-Rattoni, 2016, 2017). Ademas, se ha documentado que tanto
el bloqueo de los receptores dopaminérgicos y -adrenérgicos de la Cl como el
blogueo los B-adrenérgicos de la amigdala impiden la evocacién de la memoria
aversiva (Osorio-Gémez et al., 2016, 2017). Aunque estos resultados demuestran
la participacion de los sistemas dopaminérgico y B-adrenérgico durante la evocacion
de la memoria aversiva del sabor, no se ha investigado la actividad de estos
sistemas en la CPFm y menos aun durante la evocacion de la memoria apetitiva

tras un consumo prolongado de azucar.

La extincion de la memoria del sabor aversivo, entendida como un nuevo
aprendizaje, requiere de un patron caracteristico de actividad de diferentes sistemas
de neurotransmision en diferentes estructuras para formarse. De acuerdo con lo
anterior, se ha reportado que tanto el bloqueo de los receptores a dopamina como
el blogueo de los receptores B-adrenérgicos de la amigdala dificultan la extincion de
la memoria aversiva al sabor (Osorio-Gémez et al., 2016). Especificamente, la
denervacion noradrenérgica de la CPFm retrasa la extincién de la memoria aversiva

(Mason & Fibiger, 1979). A pesar de que existe evidencia de la participacion del
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sistema catecolaminérgico de la CPFm durante el nuevo aprendizaje de extincién
de la memoria aversiva, hasta ahora no se ha evaluado la participacion de los
receptores a dopamina ni de los receptores B-adrenérgicos en la CPFm durante la

extincion del CAS, resultando ser vias de investigacion interesantes de explorar.

Con respecto a la memoria apetitiva resulta pertinente mencionar que la
administracion sistémica del antagonista de los recptores D2, el raclopride, reduce
la preferencia por sacarosa (Hsiao & Smith, 1995). Ademas, tanto la administracion
sistémica de anfetamina durante el periodo de preexposicién utilizando el protocolo
conductual de IL del CAS, como la administracion sistémica del antagonista de los
receptores a dopamina, el haloperidol, impide la formacion de la memoria
apetitiva/incidental (Bethus, Muscat, & Goodall, 2006; Ellenbroek, Knobbout, &
Cools, 1997). De igual manera, tanto el bloqueo de los receptores a dopamina como
el bloqueo de los receptores a noradrenalina en la Cl durante el periodo de
preexposicion utilizando el protocolo conductual de IL del CAS, impide la formacion
de la memoria apetitiva/incidental (Berman et al., 2000). Asimismo, se ha reportado
que el boqueo de los receptores B-adrenérgicos de la amigdala con propanolol
impide la formacion de la memoria apetitiva/incidental (Mirandaet al., 2003; Miranda,
Rodriguez-Garcia, Reyes-Lopez, Ferry, & Ferreira, 2008). Particularmente, la
denervacion de las fibras dopaminérgicas en la CPFm incrementa la preferencia por
glucosa, mientras que la denervacion selectiva de las fibras noradrenérgicas de
CPFm no afecta la preferencia por glucosa (Galosi et al., 2015). De igual manera,
el bloqueo de los receptores dopaminérgicos en la CPFm impide la adquisicién de

la preferencia por la glucosa (Malkusz et al., 2012; Touzani, Bodnar, & Sclafani,
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2010). Es importante recalcar que, aunque se ha reportado la participacién de la
actividad dopaminérgica de la CPFm durante la formacion de la memoria del sabor
apetitivo, no se ha estudiado la participacion de los sistemas de neurotransmision
catecolaminérgicos de la CPFm en la evocacion de la memoria apetitiva tras un
consumo prolongado de azucar, ni sus efectos durante un nuevo aprendizaje

aversivo.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que:

e Existe la necesidad de entender la participacion del aprendizaje en el
desarrollo del consumo inapropiado y patoldgico de alimentos apetitosos,
resulta importante evaluar los efectos del consumo prolongado de
alimentos dulces, como lo es el azucar.

e Se ha documentado la participacién de la actividad dopaminérgica y B-
adrenérgica de la CPFm en las diferentes etapas de la memoria del sabor,
resulta plausible pensar que la neurotransmision catecolaminérgica de la
CPFm participa durante la actualizacion de la memoria del sabor dulce
(cando el sabor pasa de preferido a aversivo).

e Los mecanismos neurobiolégicos de actualizacion de la memoria del
sabor varian dependiendo del grado de entrenamiento, resulta l6gico
suponer que el consumo prolongado de azucar producira cambios en los
mecanismos neurobiolégicos responsables de la actualizacién de la

memoria del sabor (la neurotransmision catecolaminérgica de la CPFm).

De tal forma surgen las siguientes preguntas:

¢, Cual es la funcién de la actividad dopaminérgica y B-adrenérgica de la
CPFm durante la evocacién de la memoria apetitiva tras una exposicion prolongada
al azucar? ¢Cdémo afecta el grado de exposicion a la azicar un nuevo aprendizaje

aversivo (IL del CAS)? y ¢(Cbdmo alteran las manipulaciones farmacoldgicas la
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estabilidad de la nueva memoria de aversion por ese mismo sabor (EXT del CAS),

dependiendo del grado de exposicion al sabor dulce?

Los resultados de este estudio podrian servir para entender por qué el
consumo de alimentos apetitosos parece tan persistente (Bouton, 2011). Por lo cual
nos proponemos determinar la funcién de la actividad dopaminérgica y B-
adrenérgica en la CPFm, a través de la activacion y bloqueo de sus respectivos
receptores durante la evocacion de la memoria apetitiva y la adquisicion de un
nuevo aprendizaje aversivo (IL del CAS), asi mismo, evaluaremos la estabilidad de
la memoria aversiva (EXT del CAS), ya sea después de un consumo corto (3 dias/20
min) o un consumo prolongado y permanente (21 dias/24 h) de azlUcar. Ademas,
dado que se ha reportado que el consumo de alimentos dulces incrementa los
niveles extracelulares de dopamina en la CPFm (Bassareo et al., 2002; De Luca,
2014; Feenstra et al., 1999; Gambarana et al., 2003; Mingote et al., 2004) y que el
consumo excesivo de glucosa modifica la expresion de los receptores
dopaminérgicos en el estriado (Colantuoni et al., 2001) nos propusimos evaluar si
la alta familiarizacion a un sabor apetitivo modifica la cantidad de receptores a

dopamina en la CPFm mediante el uso de Western blot.
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4. HIPOTESIS

La manipulacion farmacolégica de la actividad dopaminérgica y -adrenérgica de la
CPFm afectara diferencialmente la evocacion de la memoria apetitiva, el nuevo
aprendizaje aversivo (IL del CAS) y la extincion del CAS, dependiendo del grado de

preexposicion al sabor dulce (azucar).
4.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

H1.- La activacién de los receptores beta-adrenérgicos de la CPFm con
clembuterol NO afectara la evocacion de la memoria apetitiva (Galosi et al., 2015;

Kral & St Omer, 1972).

H2.- El bloqueo de los receptores beta-adrenérgicos de la CPFm con
propranolol NO afectaran la evocacidon de la memoria apetitiva (Gélosi et al., 2015;

Kral & St Omer, 1972).

H3.- La activacion de los receptores a dopamina de la CPFm con apomorfina

mejorara la evocacion de la memoria apetitiva (Land et al., 2014).

H4.- El bloqueo de los receptores a dopamina de la CPFm con haloperidol

evitard la evocacion de la memoria apetitiva (Hsiao & Smith, 1995).

H5.- La activacién de los receptores beta-adrenérgicos de la CPFm con

clenbuterol reducira la IL del CAS (Galosi et al., 2015; Kral & St Omer, 1972).

H6.- El bloqueo de los receptores beta-adrenérgicos de la CPFm con

propranolol aumentara la IL del CAS (Berman et al., 2000; Guzman-Ramos et al.,
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2010; Hernadi et al., 2000; Miranda, LalLumiere, Buen, Bermudez-Rattoni, &

McGaugh, 2003; Reyes-Lopez et al., 2010).

H7.- La activacion de los receptores a dopamina de la CPFm con apomorfina

aumentara la IL del CAS (Broersen et al., 1996).

H8.- El bloqueo de los receptores a dopamina de la CPFm con haloperidol
aumentara la IL del CAS (Berman et al., 2000; Bethus et al., 2006; Fenu et al., 2009;

Gonzalez et al., 2014; Guzman-Ramos et al., 2010, 2012; Hernédi et al., 2000).

H9.- La activacion de los receptores beta-adrenérgicos de la CPFm con

clenbuterol impedira la EXT del CAS (Gélosi et al., 2015; Kral & St Omer, 1972).

H10.- El bloqueo de los receptores beta-adrenérgicos de la CPFm con
propranolol facilitara la EXT del CAS (Berman et al., 2000; Guzman-Ramos et al.,

2010; Hernadi et al., 2000; Miranda et al., 2003; Reyes-Lopez et al., 2010).

H11.- La activacion de los receptores a dopamina de la CPFm con

apomorfina facilitara la EXT del CAS (Broersen et al., 1996).

H12.- El bloqueo de los receptores a dopamina de la CPFm con haloperidol
facilitara la EXT del CAS (Berman et al., 2000; Bethus et al., 2006; Fenu et al., 2009;

Gonzalez et al., 2014; Guzman-Ramos et al., 2010, 2012; Hernadi et al., 2000).

Para los grupos que tuvieron un consumo prolongado de azucar y que no
contamos con informacidn previa para proponer una hipétesis se opt6 por proponer

las mismas hipoétesis que para los grupos anteriores:
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H13.- La activacion de los receptores beta-adrenérgicos de la CPFm con
clembuterol NO afectara la evocacion de la memoria apetitiva después del consumo

prolongado de azucar.

H14.- El bloqueo de los receptores beta-adrenérgicos de la CPFm con
propranolol NO afectaran la evocacion de la memoria apetitiva después del

consumo prolongado de azucar.

H15.- La activacion de los receptores a dopamina de la CPFm con
apomorfina mejorara la evocacion de la memoria apetitiva después del consumo

prolongado de azucar.

H16.- El bloqueo de los receptores a dopamina de la CPFm con haloperidol
evitara la evocacion de la memoria apetitiva después del consumo prolongado de

azucar.

H17.- La activacion de los receptores beta-adrenérgicos de la CPFm con

clenbuterol reducira la IL del CAS después del consumo prolongado de azlcar.

H18.- El bloqueo de los receptores beta-adrenérgicos de la CPFm con

propranolol aumentara la IL del CAS después del consumo prolongado de azucar.

H19.- La activacion de los receptores a dopamina de la CPFm con

apomorfina aumentara la IL del CAS después del consumo prolongado de azlcar.

H20.- El bloqueo de los receptores a dopamina de la CPFm con haloperidol

aumentara la IL del CAS después del consumo prolongado de azucar.
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H21.- La activacion de los receptores beta-adrenérgicos de la CPFm con

clenbuterol impedira la EXT del CAS después del consumo prolongado de azlcar.

H22.- El bloqueo de los receptores beta-adrenérgicos de la CPFm con

propranolol facilitara la EXT del CAS después del consumo prolongado de azucar.

H23.- La activacion de los receptores a dopamina de la CPFm con

apomorfina facilitard la EXT del CAS después del consumo prolongado de azlcar.

H24.- El bloqueo de los receptores a dopamina de la CPFm con haloperidol

facilitara la EXT del CAS después del consumo prolongado de azlcar.

H25.- El consumo prolongado de azucar reducira la expresion de receptores

a dopamina en sinaptosomas y membranas citoplasmaticas de la CPFm.
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5. OBJETIVO

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos de la manipulacion de los receptores dopaminérgicos y [3-
adrenérgicos en la CPFm durante la evocacion de la memoria apetitiva, el nuevo
aprendizaje aversivo (IL del CAS) y la extincion del CAS, después de la exposicion
corta y aguda (2 dias/20 min) o la exposicion permanente a largo plazo (21 dias/24

h) de solucién azucarada.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar los efectos de la inyeccidn de clenbuterol, agonista de los receptores [3-
adrenérgicos, en la CPFm sobre la evocacion de la memoria aversiva apetitiva, la
IL del CAS y la EXT del CAS en funcién del grado de exposicién al sabor dulce

(azucar).

Determinar los efectos de la inyeccién de propranolol, antagonista de los
receptores 3-adrenérgicos, en la CPFm sobre la evocacién de la memoria apetitiva,
la IL del CAS y la EXT del CAS en funcion del grado de exposicion al sabor dulce

(azucar).

Determinar los efectos de la inyeccion de apomorfina, agonista de los
receptores dopaminérgicos, en la CPFm sobre la evocacion de la memoria apetitiva,
la IL del CAS y la EXT del CAS en funcién del grado de exposicion al sabor dulce

(azacar).
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Determinar los efectos de la inyeccion de haloperidol, antagonista de los
receptores dopaminérgicos, en la CPFm sobre la evocacion de la memoria apetitiva,
la IL del CAS y la EXT del CAS en funcion del grado exposicion al sabor dulce

(azucar).

Determinar los niveles de receptores dopaminérgicos en la CPFm después

del consumo a largo plazo (21 dias) de azucar.
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6. MATERIALES Y METODO

6.1. SUJETOS

Se empled un total de 171 ratas macho de la cepa Wistar (Bioterio del Instituto de
Neurobiologia, UNAM). Las ratas fueron alojadas individualmente y mantenidas a
una temperatura ambiental constante de 23°C. El bioterio se mantuvo en un ciclo
de luz-oscuridad tal que las luces se encendian a las 21:00 h y se apagaban a las
9:00 h. Todos los procedimientos conductuales se llevaron a cabo durante la fase
de oscuridad del ciclo luz-oscuridad del bioterio, entre las 10:00 h y las 16:00 h. Los
sujetos experimentales se mantuvieron bajo un régimen de agua y alimento ad

libitum hasta el comienzo del experimento.

Todos los procedimientos experimentales se realizaron cumpliendo con la
Ley Mexicana de Cuidado (Norma Oficial Mexicana SAGARPA) y las leyes
concernientes impuestas por la Secretaria de Salud Mexicano. El protocolo
experimental fue aprobado por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia

de la UNAM.
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6.2. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
El disefio experimental empleado en el presente trabajo se ilustra en la Figura 1.

Exposicion al azucar: las ratas fueron asignadas a uno de dos grupos. El
grupo AZUCAR fue expuesto ad libitum al sabor dulce (solucion azucarada al 10%)
por 21 dias (incluyendo la recuperacion post-quirargica del implante de las canulas),
ademas de las dos pruebas de preferencia al sabor los dias 22 y 23; de tal forma
que el dia de la adquisicion del CAS habian recibido una exposicién prolongada al
azucar por 23 dias. Por otra parte, el grupo AGUA (control) durante 21 dias fue
expuesto sélo a agua ad libitum; y fueron expuestas por primera vez al azucar
durante las pruebas de preferencia; de tal forma que el dia de la adquisicién del

CAS solo habian recibido una exposicion de 20 min durante 2 dias.

Implante de guias canula: durante el dia 15 de consumo, se implantaron
canulas guia para la administracion de los diferentes tratamientos farmacoldgicos

en la CPFm.

Pruebas de preferencia del sabor: en el dia 22 y 23 se realizaron pruebas de
preferencia para comprobar el grado de memoria apetitiva al azicar en ambos

grupos (AGUA y AZUCAR).

CAS: un dia después, se entrend bajo el protocolo del CAS (Adquisicion del
CAS). En este dia ambos grupos se subdividieron de manera aleatoria en subgrupos
para los tratamientos farmacoldgicos en la CPFm. Durante este dia se determinaron
los efectos de las manipulaciones farmacoldgicas de la CPFm en la evocacion de la

memoria apetitiva (grupo AGUA) y de la memoria apetitiva altamente familiar (grupo
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AZUCAR). El CAS como nuevo aprendizaje aversivo tuvo la finalidad de identificar
aguellos tratamientos que facilitan o impiden la interferencia proactiva de la memoria
apetitiva (IL del CAS) sobre el nuevo aprendizaje aversivo en funcion del grado de
entrenamiento apetitivo durante la evocacion del CAS, 24 h después. A través de
la evaluacion de la evocacion del CAS, se cuantificaron los efectos de los diferentes
tratamientos farmacologicos en la IL del CAS en funcién del grado de entrenamiento

apetitivo.

En la etapa final del protocolo conductual (tres ensayos de extinciones del
CAS) se evaluo la estabilidad de la nueva memoria aversiva, adquirida bajo los
efectos de los diferentes tratamientos farmacolégicos y en funcién del grado de

exposicién a la azlcar.

Figura 1. Protocolo de procedimientos experimentales para el estudio de los
efectos de las distintas manipulaciones farmacoldgicas de la CPFm en la
evocacion de la memoria apetitiva y un nuevo aprendizaje aversivo.

Pruebasde Evocacion
preferencia CAS

Implante de Adquisicion| Extinciones
Fase canulas CAS CAS
Recuperacién I I
I Exposicion al azticar I I I post-quirdrgica I I I I I
| 1-14 |15| 16-21 |22-23|24|25| 26-28 |

Dias ‘

La linea horizontal representa el nimero de los dias de cada fase del protocolo. La
punta de flecha (triangulo) ilustra la adquisicion del CAS y la microinyeccion en la
CPFm de los diferentes tratamientos farmacoldgicos, 20 min antes de presentacion
de azucar durante la adquisicion.
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6.2.1. Consumo prolongado de solucidon azucarada y recuperacion

postquirurgica (dias 1-21)

Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a uno de dos grupos. El grupo AGUA se
mantuvo en las condiciones estandares del bioterio, con agua simple y alimento ad
libitum, mientras que el grupo AZUCAR tuvo agua endulzada al 10% (peso/volumen)
con azucar comercial de cafia (marca Zulka; compuesta en un 99% de sacarosa)
en vez de agua simple. Durante los primeros 14 dias (dias 1-14) se pesé
diariamente y a la misma hora (entre las 12:00 h y las 13:00 h) a todos los sujetos
experimentales con la finalidad de llevar el registro de los cambios en el peso
corporal en este periodo de tiempo. Con la finalidad de registrar la cantidad de
alimento consumido, todos los dias se les dejaba 200g de alimento balanceado para
rata (marca Lab Diet 5001) y 24 h después se pesaba el alimento no consumido por
los sujetos, de tal manera que la diferencia de los 200g menos el alimento
encontrado al dia siguiente se registraba como la cantidad de alimento consumido.
En el caso del liquido consumido, se pesaban los bebederos antes de ponerlos a
disposicion de los sujetos experimentales y 24 h después se volvian a pesar, de tal
manera que la diferencia del peso del bebedero antes del consumo menos el peso
del bebedero al dia siguiente se registraba como la cantidad de liquido consumido.
Los bebederos con agua simple y agua azucarada se lavaban y se volvian a llenar
cada dos dias. A diferencia de los primeros 14 dias, durante los siguientes siete dias
(dias 15-21) no se registraron los cambios del peso corporal ni el consumo alimento
y liquido, ademas de que el grupo AZUCAR tuvo un bebedero extra con agua simple

durante el proceso de recuperacion posquirdrgica.
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6.2.2. Implante de canulas (dia 15)

Al finalizar el registro de los pesos corporales y el consumo de alimento y liquido, el
dia 15 contado desde el comienzo del experimento, todos los sujetos fueron
anestesiados con una mezcla de ketamina (marca Pisa 70mg/kg) y xilacina (marca
Pisa 6mg/kg) administrada por via intraperitoneal (i.p.). Durante los efectos de la
anestesia se les implantaron bilateralmente dos canulas guia de acero inoxidable
de 12mm de largo, calibre 23, cuyas puntas se colocaron 2mm en direccion dorsal
con respecto a la CPFm (coordenadas: anteroposterior +3.0 mm, medial-lateral +
0.5 mm y dorso-ventral —2.0 mm con respecto a Bregma, segun Paxinos et al.,
2007). Las canulas fueron fijadas al craneo con dos tornillos quirdrgicos y acrilico
dental. Ademas, se insertaron puntas de inyectores de 12mm de largo dentro de las
canulas para mantenerlas permeables. Al finalizar la cirugia los sujetos

experimentales recibieron una dosis de 0.01mg/20ul de tramadol (marca AMSA)
6.2.3. Recuperacion posquirdrgica (dias 16-21)

Durante los seis dias de recuperaciéon posquirdrgica (dias 16-21 desde el comienzo
del experimento) se monitoreo el estado general de salud de los sujetos
experimentales y el proceso de cicatrizacion diariamente. Ademas, se procuroé la
permeabilidad de las canulas al remover y volver a colocar las puntas de los
inyectores, y de ser necesario reemplazar las puntas de inyectores no encontrados

dentro de las canulas.

Durante esta fase del protocolo el grupo AGUA se mantuvo en las

condiciones estandares de agua simple y alimento ad libitum, mientas que el grupo
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AZUCAR tuvo acceso a agua azucarada al 10%, agua simple y alimento ad libitum,
de tal forma que la exposicion constante a azlcar abarcé un total de 21 dias. Los
bebederos con agua simple y agua azucarada se lavaban y se volvian a llenar cada

dos dias.
6.2.4. Pruebas de preferencia al sabor (dias 22-23)

La noche del ultimo dia de recuperacion (dia 21 a partir del comienzo del
experimento) se retiraron los bebederos de las cajas de todas las ratas con la
finalidad de asegurar la motivaciébn para beber durante el resto del protocolo
conductual. En el dia 22 se realiz6 la primera prueba de preferencia por el sabor
dulce, con el propésito de evaluar la preferencia inicial por el agua azucarada tanto
en el grupo AGUA como en el grupo AZUCAR, asi como para formar una memoria
apetitiva en el grupo AGUA. Con este fin, se ofrecieron dos probetas graduadas con
capacidad de 50 ml, tapadas con un bebedero, a todas las ratas durante 20 min.
Una de estas probetas contenia agua simple y la otra agua azucarada. Los
bebederos se encontraban separados 10 cm el uno del otro y se intercambiaban de
posicion cada 2 min para evitar el sesgo a consumir en uno sélo. Para evaluar el
grado de preferencia entre el agua y la solucién azucarada se calcul6 el porcentaje
de agua azucarada consumida con respecto al total de liquido consumido de la
siguiente manera: % consumido de agua azucarada = (ml consumidos de agua
azucara x 100) / (ml consumidos de agua azucarada + ml consumidos de agua
simple). En el dia 23 se realiz6 la segunda prueba de preferencia exactamente igual

a la primera para verificar la formacion de la memoria apetitiva en ambos grupos.

51



6.2.5. Microinyeccion de los agonistas y antagonistas en la CPFm

(dia 24)

En el dia 24 del experimento los grupos AGUA y AZUCAR fueron subdivididos en 6
subgrupos asignados a uno de los 6 tratamientos farmacologicos. Todas las ratas
fueron inyectadas bilateralmente en la CPFm 20 min antes de la adquisicion del
CAS. Justo antes de la microinyeccion se removieron las protecciones puestas para
mantener la permeabilidad de las canulas y se introdujeron inyectores de 14 mm (2
mm mas largos que las canulas para alcanzar a la CPFm). Cada inyector se
encontraba unido a un tubo de polietileno conectado a una jeringa de 10 pl y ambas
jeringas eran manejadas simultineamente por una bomba electrénica. Los sujetos
en cada subgrupo recibieron una microinyeccion bilateral en la CPFm de uno de los

siguientes tratamientos y fueron nombrados de la siguiente manera:

e Grupos AGUA (AGUA):

o AGUA-S: Ratas previamente expuestas a azucar 2 dias/20 min;
inyeccion de 0.5 pl de solucion salina al 0.9% estéril, este fue el
vehiculo en el que se disolvi6 el propranolol.

o AGUA-V: Ratas previamente expuestas a azucar 2 dias/20 min;
inyeccion de 0.5 pl del vehiculo en el que se disolvieron la mayoria de
los farmacos debido a su poca solubilidad en agua, se compone de
10% de dimetil sulfoxido (DMSO) diluido en solucion salina al 0.9%

estéril.
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o AGUA-C: Ratas previamente expuestas a azUucar 2 dias/20 min;
inyeccion 10.0 ng/ de 0.5 ul del agonista B-adrenérgico clembuterol
disuelto en 10% DMSO.

o AGUA-P: Ratas previamente expuestas a azucar 2 dias/20 min;
inyeccion de 2.5 pg/0.5 pl del antagonista B-adrenérgico propranolol
disuelto en solucion salina.

o AGUA-A: Ratas previamente expuestas a azucar 2 dias/20 min;
inyeccién de 9.0 pg /0.5 pl de del agonista dopaminérgico apomorfina
disuelto en 10% DMSO.

o AGUA-H: Ratas previamente expuestas a azucar 2 dias/20 min;
inyeccién de 0.5 pg/0.5 ul del antagonista dopaminérgico haloperidol
disuelto en 10% DMSO.

Grupos AZUCAR:

o AZUCAR-S: Ratas previamente expuestas a azlcar por 21 dias/24 h;
inyeccion de 0.5 pl de solucién salina al 0.9% estéril.

o AZUCAR-V: Ratas previamente expuestas a azlcar por 21 dias/24 h;
inyeccion de 0.5 pl de DMSO al 10%.

o AZUCAR-C: Ratas previamente expuestas a aztcar por 21 dias/24 h;
inyeccion de 10.0 ng/ de 0.5 ul del agonista B-adrenérgico clembuterol
disuelto en 10% DMSO.

o AZUCAR-P: Ratas previamente expuestas a azlcar por 21 dias/24 h;
inyeccion de 2.5 pg/0.5 pl del antagonista B-adrenérgico propranolol

disuelto en solucién salina.
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o AZUCAR-A: Ratas previamente expuestas a aztcar por 21 dias/24 h;
inyeccion de 9.0 pg /0.5 pl de del agonista dopaminérgico apomorfina
disuelto en 10% DMSO.

o AZUCAR-H: Ratas previamente expuestas a azucar por21 dias/24 h;
inyeccion de 0.5 pg /0.5 pl del antagonista dopaminérgico haloperidol

disuelto en 10% DMSO.

Se inyect6 un volumen total de 0.5 pl por hemisferio a una velocidad de 0.5
pl por minuto con la ayuda de una bomba automética programada para funcionar a
esa velocidad (Gamagi Medicine, Stocolmo, Suecia), la cual empujaba los émbolos
de dos microjeringas (Hamilton, Reno, Estados Unidos) conectadas a tubos de
polietileno que unian las microjeringas a los inyectores. Los inyectores se dejaron
un minuto adicional para evitar el reflujo de las soluciones y permitir su difusién en
el tejido blanco. Las dosis de los diferentes farmacos se escogieron con base en
reportes previos de su efectividad empleando otras tareas de aprendizaje (Broersen
et al., 1996; Ferry & McGaugh, 1999; Kutlu et al., 2013; Reyes-Lépez et al., 2010;

Thomas, Fang, Yuriev, & Chalmers, 2016; Wang & Rebec, 1998).

6.2.6. Condicionamiento de aversion al sabor (CAS) y extincion del
CAS (dias 24-28)

En el dia 24, 20 min después de las microinyecciones en la CPFm se realizo la
adquisicién del CAS. En esta etapa del protocolo se presentaron dos probetas

tapadas con bebederos por 20 min a los sujetos experimentales, una llena con agua

simple y la otra con agua azucarada, de la misma manera que se reportd en las
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pruebas de preferencia al sabor (ver seccién 6.2.4. Pruebas de preferencia al
sabor). 30 min después de finalizado el consumo de liquidos de este dia, se inyecto
a los sujetos experimentales cloruro de litio (LICl) via i.p. para producir un malestar
gastrico. Se inyecté una dosis de 10.0 ml por kg de peso corporal a una

concentracion de 127.2 mg de LiCl disuelto en 10.0 ml de agua destilada.

En el dia 25 se evaludo la memoria aversiva formada el dia anterior
presentando nuevamente dos probetas tapadas con bebederos a los sujetos
experimentales, al igual que se hizo el dia de las pruebas de preferencia al sabor
(ver seccion 6.2.4. Pruebas de preferencia al sabor). Para evaluar la fuerza de la
memoria aversiva se comparo el % consumido de agua azucarada el dia de la
evocacion en proporcién al % consumido de agua azucarada el dia de la adquisicidon
de la siguiente manera: % respecto a la adquisicion = (% consumido de agua
azucarada el dia de la evocaciéon x 100)/(% consumido de agua azucarada el dia de

la adquisicion).

Por ultimo, los siguientes 3 dias en el protocolo experimental (dias 26-28) se
realizaron las extinciones del CAS, por lo cual se presentaron diariamente dos
probetas tapadas con bebederos por un periodo de 20 min a los sujetos, de forma
semejante a como se hizo el dia de las pruebas de preferencia al sabor (ver seccién
6.2.4. Pruebas de preferencia al sabor). Para evaluar la estabilidad de la memoria
aversiva se comparé el % consumido de agua azucarada el dia de cada extincién
en proporciéon del % consumido de agua azucarada el dia de la adquisicion de la

siguiente manera: % respecto a la adquisicion = (% consumido de agua azucarada
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en el dia de extinciébn x 100)/(% consumido de agua azucarada el dia de la

adquisicion).

Durante la evocaciéon se midi6 el grado de aversion adquirida en la
adquisicion del CAS, mientras que a lo largo de las extensiones se evalud la

estabilidad de esta aversion (Prado-Alcala et al., 2012).

6.3. HISTOLOGIA

Después de concluido del protocolo experimental se sacrific a los sujetos con una
sobredosis de pentobarbital sédico (115 mg/kg; i.p.) y se perfundieron
transcardialmente con una solucion de formaldehido al 4% en solucién salina
isoténica al 0.9%. Los cerebros de los sujetos experimentales fueron extraidos
enteros y sumergidos en formaldehido al 4% por una noche. Después fueron
sumergidos en una solucién de sacarosa al 30% y almacenados a 4°C hasta que
fueron cortados. Los cerebros fueron cortados en rebanadas coronales de 50 pm
de grosor con ayuda de un micrétomo (Leica Biosystems, Nussloch, Alemania),
recuperandose las rebanadas de la regién de interés. Estas rebanadas fueron
montadas en portaobjetos recubiertos con gelatina. Después, las rebanadas de
cerebro asi montadas fueron tefiidas con violeta de cresilo e inspeccionadas con la
ayuda de un estereoscopio. Los datos de 40 ratas con inyectores localizados fuera

de la CPFm fueron excluidos (Fig. 2).
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Figura 2. Microfotografia de corte coronal representativo de cerebro de rata
tefiido con violeta de cresilo y esquema que corresponde al hemisferio
contralateral.

Panel izquierdo: microfotografia de corte coronal representativo de cerebro de rata
tefiido con violeta de cresilo (+3.0 mm desde Bregma segun Paxinos et al., 2007)
mostrando la posicion de la punta de uno de los inyectores en la CPFm. Panel
derecho: Esquema que corresponde al hemisferio contralateral modificado de
Paxinos et al., 2007. CPL: corteza prelimbica; CIL: corteza infralimbica. Los datos
de los sujetos en los que fueron encontradas las puntas de los inyectores fuera de
la regién comprendida por la CPL y la CIL fueron descartados.
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6.4. ESTIMACION DE LOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS DE LA CPFm

Dado que se ha reportado que el consumo de alimentos dulces incrementa los
niveles extracelulares de dopamina en la CPFm (Bassareo et al., 2002; De Luca,
2014; Feenstra et al., 1999; Gambarana et al., 2003; Mingote et al., 2004) y el
consumo excesivo de glucosa modifica la expresion de receptores dopaminérgicos
en el estriado (Colantuoni et al., 2001), por lo que nos propusimos verificar si el
consumo prolongado al azicar modifica la cantidad de receptores a dopamina en la
CPFm, para lo cual se emple6 un conjunto independiente de 18 ratas para

cuantificar la cantidad de receptores a dopamina mediante el uso de Western blot.

Los sujetos experimentales fueron asignados al azar a uno de dos grupos: el
grupo AGUA el cual se mantuvo en las condiciones estandares del bioterio, con
agua simple y alimento ad libitum por 21 dias, y el grupo AZUCAR cuya UGnica
diferencia con el grupo anterior es que en vez de agua simple se le ofrecié agua
azucarada al 10%. Los bebederos con agua simple y agua azucarada se lavaban y

se volvian a llenar cada dos dias.
6.4.1. Diseccion de la CPFm

Al final del periodo de consumo prolongado a azUcar por 21 dias todos los sujetos
experimentales fueron sacrificados por decapitacion y los cerebros fueron extraidos.
Con la finalidad de disectar la CPFm de ambos hemisferios se hizo un primer corte
coronal de 1mm de grosor en la punta rostral de los I6bulos frontales con la ayuda
de una matriz de plastico, y esta rebanada fue descartada pues no contenia la

region de interés. Después se hizo una segunda rebanada de 2mm de grosor de la
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cual se extrajo el tejido a estudiar. Las astas anteriores del cuerpo calloso fueron
empleadas como referencia y la regidén entre ambas astas fue recuperada para los

posteriores andlisis (Fig. 3).

Figura 3. Esquema que representa la region disectada que se utilizo en la
cuantificacion de los receptores a dopamina en la CPFm.

El esquema representa un cerebro de rata con cortes coronales a nivel de 1mmy
3mm en direccién caudal partiendo de la punta rostral de los l6bulos frontales (-
1.00mmy -3.00mm en la figura). La punta rostral de los I6bulos frontales no se ilustra
en el esquema. El rectangulo gris que se ilustra entre las astas anteriores del cuerpo
calloso en la rebanada representa la region que fue recuperada para los posteriores
analisis.

6.4.2. Fraccionamiento subcelular de la CPFm

La CPFm de ambos hemisferios fue homogenizada conjuntamente en 500 pl de
solucion “A” (0.32 M de sacarosa, 0.5 mM de CaCl2, 1 mM de NaHCO3, 1 mM de
MgCl2, 1 mM de NaF, 2 mM de ortovanadato de sodio, B-glicerofosfato y el coctel
completo inhibidor de proteasas de la marca Roche) con 12 golpes de un
homogeneizador de Teflon dentro de un recipiente de cristal de borosilicato con la
finalidad de aislar las terminales sinapticas y formar los sinaptosomas. La muestra
homogenizada en esta forma fue centrifugada a 1,000 x g por 10 min con la finalidad

de remover los nucleos y otros restos celulares densos. El sedimento (pellet) fue
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resuspendido en 0.5 ml de solucion “A” y centrifugado por 10 min a 1000 x g. Los
dos sobrenadantes se mezclaron. La muestra libre de ndcleos y otros restos
celulares densos fue centrifugada a 15,000 x g por 15 min con la finalidad de obtener
la fraccién de membranas citoplasméticas en forma de sobrenadante, mientras que
en el sedimento del fondo estaban contenidos los sinaptosomas junto con otras
estructuras. El sobrenadante se mantuvo a - 20°C hasta que se realiz6 la estimacion
de los receptores dopaminérgicos con la técnica de Western Blot. El sedimento que
contenia los sinaptosomas fue resuspendido en 1 ml de solucion “B” 0.32 M de
sacarosa, 1 mM de NaHCO3, 1 mM de NaF, 2 mM de ortovanadato de sodio, -
glicerofosfato y el coctel completo inhibidor de proteasas de la marca Roche) y fue
centrifugado en un gradiente discontinuo de sacarosa, de tal forma que se colocé 1
ml de solucion “B” al 1.2 M de sacarosa en el fondo del tubo en el que se centrifugé
la muestra, se coloc6 encima 1 ml de solucion “B” al 1.0 M de sacarosa seguido de
1 ml de solucion “B” al 0.85 M de sacarosa y se cubrié este gradiente discontinuo
con la muestra resuspendida en 1 ml de solucién “B”. Los tubos fueron centrifugados
a 82,500 x g por 2 h. Al finalizar la centrifugaciéon de 2 h, la banda que se formé
debido al aglomeramiento de los sinaptosomas entre la capa de 1.0 My 1.2 M de
sacarosa fue aspirada cuidadosamente con ayuda de una pipeta y almacenada a -
20°C hasta que se realizo la estimacion de los receptores dopaminérgicos con la

técnica de Western Blot.
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6.4.3. Estimacion de los receptores dopaminérgicos con la técnica

de Western Blot

Las muestras se prepararon tomando la cantidad suficiente para contener 10ug de
proteina, esta cantidad fue mezclada con buffer de Leammli en una proporcion 1:1.
Esta mezcla estuvo en bafio Maria por 5 min a 50°C para desenmascarar las

proteinas.

Posteriormente, las muestras asi preparadas fueron cargadas en geles de
poliacrilamida al 10% de 10 carriles. Los carriles de los extremos (carril 1, 9 y 10
contados desde el extremo izquierdo) quedaron vacios. El segundo carril respecto
al extremo izquierdo del gel fue cargado con el marcador de peso molecular (marca
Thermo Scientific), los carriles 3, 5y 7 se cargaron con las muestras provenientes
de sujetos del grupo AGUA vy los carriles 4, 6 y 8 se cargaron con las muestras
provenientes de sujetos del grupo AZUCAR. La separacion de las proteinas por
peso molecular con electroforesis se hizo por una hora'y media a 110V con el buffer

de corrida (25 mM Tris, 190 mM glicina, 0.1% SDS).

Las proteinas se transfirieron a membranas PVDF (marca BioRad) con un
potencial eléctrico de 75V por 12 h en buffer de transferencia (25 mM Tris, 190 mM
glicina, 0.1% SDS, 20% metanol). Las membranas resultantes de la transferencia
se incubaron por 1 h en buffer TBS-T (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20)
con 5% de BSA. Para marcar los receptores a dopamina, las membranas de PVDF

fueron incubadas 12 h a temperatura ambiente con anticuerpo anti D1 (Calbiochem)

61



o anti D2 (Boster) policlonales, desarrollados en conejo y a una concentracion de

1:1000.

Las membranas se lavaron durante 5 min 4 veces en TBS-T, y se incubaron
1lhr con anticuerpo conjugado a peroxidasa de rabano (anti conejo, policlonal,
1:5000, Sigma). Las membranas se lavaron por 5 cinco min 4 veces con TBS-T y
dos veces con TBS. Después las membranas se incubaron con sustrato quimio-
luminiscente HRP (BioRad) y se expusieron a placas radiograficas. La
inmunoreactividad se cuantificé densitométricamente con el software ImageJ

(National Institutes of Health).

La actina, una proteina que se expresa constitutivamente en las neuronas,
fue tomada como referencia en las mismas membranas de PVDF. Con esta
finalidad, a las membranas se les quitaron los anticuerpos contra los receptores
dopaminérgicos con 2 lavados de 20 min a temperatura ambiente con buffer de
elucién (stripping; 62.5 mM Tris, 2% SDS, 100 mM B-Mercaptoetanol). Después de
lo cual las membranas recibieron 4 lavados de 5 min con TBS-T y se incubaron por
1 h en buffer TBS-T con 5% de BSA. Para detectar la actina, las membranas de
PVDF fueron incubadas 12 h a temperatura ambiente con anticuerpos anti-actina

(Abcam) monoclonal, desarrollado en ratén y a una disolucion de 1:5000.

Las membranas se lavaron durante 5 min 4 veces en TBS-T, y se incubaron
1hr con anticuerpo conjugado a peroxidasa de rabano (anti-raton, policlonal, 1:5000,
Sigma). Las membranas se lavaron por 5 cinco min 4 veces con TBS-T y dos veces
con TBS. Después las membranas se incubaron con sustrato quimio-luminiscente
HRP (BioRad) y se expusieron a placas radiograficas. La inmunoreactividad se

62



cuantific6 densitométricamente con el software ImageJ (National Institutes of

Health).

6.5. ANALISIS ESTADISTICOS

Con la finalidad de realizar los analisis estadisticos se utilizé el software SigmaPlot
(Systat Software). Los datos se presentan como media + error estdndar medio. Las
diferencias significativas fueron identificadas realizando andlisis factoriales de dos
vias (ANOVAs de dos vias) seguidos de pruebas Post-Hoc Bonferroni en todos los
casos excepto en las comparaciones de la estimacion de receptores a dopamina.
Para identificar diferencias significativas de receptores a dopamina se utilizaron
pruebas t para grupos independientes. Solo aquellas diferencias con un valor de p<

0.05 fueron consideradas como significativas.
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7. RESULTADOS

7.1. AUMENTO EN EL CONSUMO DEL LIQUIDO AZUCARADO Y REDUCCION
EN EL CONSUMO DE ALIMENTO SOLIDO DURANTE EL PERIODO DE

EXPOSICION AL AZUCAR

Las diferencias en el consumo de liquidos, alimento sélido y peso corporal en
los dias 1 y 14 del protocolo conductual se muestran en la figura 4. Un ANOVA de
dos vias revela efectos significativos entre los grupos AGUA y AZUCAR (F,129=
138.263, p< 0.01), entre los dias 1y 14 (Fa,120)= 302.781, p< 0.01) y una interaccion
significativa entre factores (Fa, 129= 297-789, p< 0.01). El andlisis Post Hoc
empleando la prueba Bonferroni revela un aumento significativo en el consumo de
liquido en el dia 14 con respecto al dia 1 en el grupo AZUCAR (p< 0.05), pero no
en el grupo AGUA (p> 0.05). Ademas, el dia 14 el grupo AZUCAR consume mayor

cantidad de liquido que el grupo AGUA (p< 0.05; Fig. 4A).

También se encontraron diferencias significativas en el consumo de alimento
(Fig 4B; efecto entre grupos: Fa,129= 231.796, p< 0.01; efecto entre dias: F,120=
210.590, p< 0.01; interaccion: F, 129)= 200.135, p< 0.01). El consumo de croquetas
del grupo AZUCAR es menor el dia 14 en comparacion con el dia 1 (Bonferroni: p<
0.05). A su vez, el dia 14 el grupo AZUCAR consume una cantidad menor de

croquetas que el grupo AGUA (p< 0.05).

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el peso corporal
entre los grupos, ya gue ambos aumentaron el mismo peso durante los 14 dias del

periodo de exposicion al azucar (Fig. 3C; efecto entre grupos: F(,129= 0.347, p=
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0.557; efecto entre dias: F@,1200= 1782.503, p< 0.01; interaccion: Fq, 129= 0.490, p=

0.485; Bonferroni= p< 0.05).

Figura 4. Cambios en el consumo de liquidos y alimento solido, asi como en
el peso corporal durante los 14 dias de consumo.
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Cambios en el consumo de liquidos (Panel A) y alimento sélido (Panel B), asi como
en el peso corporal (Panel C) durante los 14 dias de consumo. *= p< 0.05 vs grupo

AGUA; "= p< 0.05 vs dia 1. Grupo AGUA n= 66, grupo AZUCAR n=65.
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7.2. AUMENTO EN LA PREFERENCIA POR AZUCAR DEBIDO A LA

EXPOSICION AL AZUCAR

Al finalizar el periodo de exposicion al azucar (dia 21 en Fig. 1) se privo de liquidos
a los sujetos experimentales para asegurar la motivaciéon a beber. Un ANOVA de
dos vias del porcentaje consumido de agua azucarada con respecto al total del
liquido consumido durante las 2 pruebas de preferencia (dias 22y 23 en Fig. 1) y el
dia de adquisicion del CAS (dia 24 en Fig. 1) revela diferencias significas entre los
grupos (F, 34= 7.788, p< 0.01), asi como entre los dias (F, 34= 16.487, p< 0.01) y
una interaccion significativa entre factores (F, 34= 5.805, p< 0.01; ver Fig. 5). El
analisis Post Hoc con la prueba Bonferroni revela diferencias significativas entre los
grupos AGUA y AZUCAR en la primera prueba de preferencia (p< 0.05); no
obstante, durante la segunda prueba de preferenciay la adquisicion del CAS, ambos
grupos mostraron un consumo similar de azucar (p> 0.05), debido al incremento
significativo en el porcentaje de aztucar consumido por el grupo AGUA en la segunda

prueba de preferencia y la adquisicion del CAS (p< 0.05).
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Figura 5. Preferencia por azucar durante las pruebas de preferencia por el
sabor (PREF 1y PREF 2) y la adquisicion del CAS (ADQ).
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Los sujetos experimentales fueron inyectados bilateralmente con solucién salina
isotonica 20 min antes del consumo de liquidos el dia de la adquisicion del CAS. %
CONSUMIDO DE AGUA AZUCARADA: (ml consumidos de agua azucara x 100)/(
ml consumidos de agua azucarada + ml consumidos de agua simple). *= P< 0.05 vs

grupo AGUA; "= P< 0.05 vs PREF 1. Grupo AGUA n= 10, grupo AZUCAR n=9.
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7.3. AUMENTO EN LA IL DEL CAS Y ACELERACION DE LA EXTINCION DEL

CAS DEBIDO A LA EXPOSICION AL AZUCAR

Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje consumido de agua
azucarada en proporcion al porcentaje consumido de agua azucarada el dia de la
adquisicion durante la evocacion del CAS y los 3 dias de extincion del CAS (ver Fig.
6). Un ANOVA de 2 vias del porcentaje consumido de agua azucarada en
proporcion al porcentaje consumido de agua azucarada el dia de la adquisicion
revelo un efecto significativo entre los grupos (Fa.51= 34.793, p< 0.01), asi como
entre los dias (F@sy=1 4.990, p< 0.01), pero no se encontré una interaccion
significativa (F@, s1= 2.421, p= 0.077). Se encontraron diferencias significativas
entre los grupos AGUA y AZUCAR en la evocacion de la memoria, del mismo modo
qgue en los 3 dias de extincion (p< 0.05, analisis Post Hoc empleando la prueba
Bonferroni). Resulta pertinente hacer notar que mientras en la evocacion del CAS
se mide el grado de aversion adquirida, durante las extinciones los sujetos
reaprenden la memoria apetitiva. El grupo AZUCAR tuvo un consumo mayor de
agua azucarada el dia de la evocacion y las extinciones en comparacion con el
grupo AGUA (Vease Fig. 6). Adicionalmente, el grupo AZUCAR alcanzé un
porcentaje de consumo de agua azucarada similar al observado durante el dia de
adquisicién. Estos resultados indican una mayor IL del CAS después de 21 dias de
consumo de azucar, al igual que la aceleracién significativa de la extinciéon de la
poca aversiéon adquirida, ya que, a diferencia del grupo AGUA, el grupo AZUCAR
incremento significativamente su consumo del liquido dulce en las extinciones 2y 3

en comparacién con el dia de evocacion (p< 0.05, Fig. 6).
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Figura 6. Porcentaje consumido de agua azucarada en proporcién al
porcentaje consumido de agua azucarada el dia de la adquisicion durante la
evocacion del CAS (EVO) y los 3 dias de extincion del CAS (EXT 1 a 3).
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Figura 6. Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje consumido de
agua azucarada en proporcion al porcentaje consumido de agua azucarada el dia
de la adquisicién durante la evocacion del CAS (EVO) y los 3 dias de extincién del
CAS (EXT 1 a 3). % RESPECTO A LA ADQUISICION = (% consumido de agua
azucarada el dia de la evocaciéon x 100)/(% consumido de agua azucarada el dia de
la adquisicion) 0 % RESPECTO A LA ADQUISICION = (% consumido de agua
azucarada en el dia de extincion x 100)/(% consumido de agua azucarada el dia de
la adquisicion).*= P< 0.05 vs grupo AGUA; "= P< 0.05 vs EVO. Grupo AGUA n= 10,
grupo AZUCAR n=9.
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7.4. LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES -ADRENERGICOS DE LA CPFm

DURANTE LA ADQUISICION DEL CAS ESTABILIZA LA MEMORIA AVERSIVA

DEL SABOR

El efecto de las inyecciones de clenbuterol en la CPFm antes de la adquisicion del
CAS, en los grupos AGUA y AZUCAR, se muestra en la figura 7. Un ANOVA de dos
vias revelo un efecto significativo entre grupos (F,234= 11.628, p< 0.01), asi como
entre los dias (F,234)= 25.291, p< 0.01) y una interaccion significativa entre factores
(Fas,234= 3.292, p< 0.01). Como se esperaba, las ratas con una exposicion
prolongada al azicar (grupos AZUCAR-V y AZUCAR-C) presentaron un consumo
mayor de azucar en la primera prueba de preferencia por el sabor en comparacion
con el grupo AGUA-V (prueba Post Hoc Bonferroni; p< 0.05). El grupo AZUCAR-V
mostro una fuerte IL del CAS y no redujo el consumo de azucar durante la evocacion
o las extinciones. El grupo AZUCAR-V consume mas aztcar que el grupo AGUA-V
durante la evocacion y extinciones del CAS (p< 0.05). El grupo AGUA-V mostré un
decremento significativo en el consumo de azucar durante la evocacion y las 3
extinciones en comparacion con el consumo el dia de la adquisicion (p< 0.05). Estos
resultados indican que la exposicién aguda al aztcar (20 min en las dos pruebas de
preferencia) no produce una IL del CAS significativa, ademas de que la memoria

aversiva del sabor se mantiene durante los 3 ensayos de extincién.

También, el analisis Post Hoc revelo que no existen diferencias significativas
entre el grupo AZUCAR-V y AZUCAR-C en los dias de adquisicion, evocacion y las
extinciones 1y 2, pero si reveld una diferencia significativa el dia de la extincion 3

(p< 0.05). Estos resultados indican que la activaciéon de los receptores -
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adrenérgicos de la CPFm durante la adquisicion del CAS estabiliza la memoria
aversiva por mas tiempo, ya que las inyecciones de clenbuterol en la CPFm retardan
la extincion (retardan la recuperacion de la preferencia por azucar o estabilizan el

trazo de memoria aversivo) después del consumo prolongado de azucar (Fig. 7).

Figura 7. Efectos del bloqueo de los receptores B-adrenérgicos en la
preferencia por azicar durante el protocolo de CAS (ADQ, EVOy EXT 1 a 3)
en los grupos AGUA y AZUCAR.
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La flecha indica la inyeccion de clenbuterol en la CPFm 20 min antes de la
adquisicion del CAS. *= P< 0.05 vs grupo AGUA-V; "= P< 0.05 vs grupo AZUCAR-
V. Grupo AGUA-V n= 10, Grupo AGUA-C n= 12, grupo AZUCAR-V n=10, grupo
AZUCAR-C n=11.
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7.5. EL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES B-ADRENERGICOS DE LA CPFm
DURANTE LA ADQUISICION DEL CAS INCREMENTA LA IL DEL CAS Y

ACELERA LA EXTINCION DEL CAS

El efecto de la inyeccion de propranolol en la CPFm antes de la adquisicion del CAS
en los grupos AGUA y AZUCAR se muestran en la figura 8. Un ANOVA de dos vias
revelo un efecto significativo entre los grupos (F,216= 14.917, p< 0.01), asi como
entre los dias (F,216)= 45.717, p< 0.01) y una interaccion significativa entre factores
(Fas, 216)= 7.182, p< 0.01). Las ratas con una exposicion prolongada al azucar
(AZUCAR-S y AZUCAR-P) consumieron mas azucar el dia de la primera preferencia
por el sabor que los grupos AGUA-S y AGUA-P (Prueba Post Hoc Bonferroni; p<
0.05). El grupo AGUA-S mostré un decremento significativo en el consumo de
azucar en el dia de evocacion del CAS y las 3 extinciones del CAS (p< 0.05).
Ademas, el grupo AGUA-P consumié una cantidad significativamente mayor de
azucar que el grupo AGUA-S en los dias de evocacion del CAS y las 3 extinciones
del CAS (p< 0.05). No se observaron diferencias significativas entre los grupos
AZUCAR-S y AZUCAR-P, indicando que la inyeccion de propranolol en la CPFm
incrementa la IL del CAS y acelera la extincion del CAS después de 2 dias de
exposicién aguda al azucar (20 min en las pruebas de preferencia por el sabor),

pero no afecta la IL del CAS después de la exposicidon cronica al azlcar.

72



Figura 8. Efectos del bloqueo de los receptores B-adrenérgicos en la
preferencia por azlcar durante el protocolo de CAS (ADQ, EVOy EXT 1 a 3)
en los grupos AGUA y AZUCAR.
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La flecha indica la inyecciéon de propranolol en la CPFm 20 min antes de la
adquisicion del CAS. *= P< 0.05 vs grupo AGUA-S. Grupo AGUA-S n= 10, Grupo
AGUA-P n= 11, grupo AZUCAR-S n=9, grupo AZUCAR-P n=10.
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7.6. LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS DE LA CPFm
DURANTE LA ADQUISICION DEL CAS INCREMENTA LA IL DEL CAS Y

ACELERA LA EXTINCION DEL CAS

El efecto de la inyeccion de apomorfina en la CPFm antes de la adquisicion del CAS
en los grupos AGUA y AZUCAR se muestran en la figura 9. Un ANOVA de dos vias
revelo un efecto significativo entre los grupos (Fs,234)= 15.848, p< 0.01), asi como
entre los dias (F,234)= 19.049, p< 0.01) y una interaccion significativa entre factores
(Fas, 234= 4.773, p< 0.01). Las ratas con una exposicion prolongada al azucar
(AZUCAR-V y AZUCAR-A) consumieron mas azucar el dia de la primera preferencia
por el sabor que los grupos AGUA-V y AGUA-A (Prueba Post Hoc Bonferroni; p<
0.05). El analisis Post Hoc revela diferencias significativas entre el grupo AGUA-V y
AGUA-A durante los 3 dias de extincién (p< 0.05). No obstante, después del dia de
adquisicién del CAS no fueron encontradas diferencias significativas entre los
grupos AZUCAR-V y AZUCAR-A, ni entre estos dos grupos y el grupo AGUA-A, lo
gue indica que la inyeccion de apomorfina en la CPFm acelera la extincion del CAS

de manera similar a la exposicién prolongada de azUcar.
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Figura 9. Efectos de la activaciéon de los receptores dopaminérgicos en la
preferencia por azlcar durante el protocolo de CAS (ADQ, EVO y EXT 1 a 3)
en los grupos AGUA y AZUCAR.
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La flecha indica la inyeccion de apomorfina en la CPFm 20 min antes de la
adquisicion del CAS. *= P< 0.05 vs grupo AGUA-V. Grupo AGUA-V n= 10, Grupo
AGUA-A n= 12, grupo AZUCAR-V n=10, grupo AZUCAR-A n=11.
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7.7. EL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS DE LA CPFm
DURANTE LA ADQUISICION DEL CAS IMPIDE LA EVOCACION DE LA
MEMORIA APETITIVA DESPUES DE UN CONSUMO PROLONGADO DE
AZUCAR Y ACELERA LA EXTINCION DEL CAS DESPUES DE UN CONSUMO

AGUDO DE AZUCAR

El efecto de la inyeccion de haloperidol en la CPFm antes de la adquisicion del CAS
en los grupos AGUA y AZUCAR se muestran en la figura 10. Un ANOVA de dos via
revelo un efecto significativo entre los grupos (Fs,246)= 12.457, p< 0.01), asi como
entre los dias (F,246= 7.528, p< 0.01) y una interaccion significativa entre factores
(Fas, 2469= 5.338, p< 0.01). Las ratas con una exposicion prolongada al azucar
(AZUCAR-V y AZUCAR-H) consumieron més azucar el dia de la primera preferencia
por el sabor que los grupos AGUA-V y AGUA-H (Prueba Post Hoc Bonferroni; p<
0.05). El analisis Post Hoc revel6 un consumo significativamente mayor de agua
azucarada por parte del grupo AGUA-H en los dias de las extinciones 2 y 3 en
comparacién con el grupo AGUA-V (p< 0.05). De manera peculiar, el grupo
AZUCAR-H consume menos agua azucarada en comparacion con el grupo
AZUCAR-V el dia de la adquisicién del CAS (p< 0.5), lo que indica que la inyeccién
de haloperidol en la CPFm impide la evocacion de la memoria apetitiva después del
consumo prolongado de azlcar. También, el grupo AZUCAR-H presento un
consumo significativamente menor de agua azucarada en la extincion 3 en
comparacion con el grupo AZUCAR-V (p< 0.5), lo cual indica que el bloqueo de los
receptores dopaminérgicos de la CPFm durante la adquisicion del CAS estabiliza la

memoria aversiva por mas tiempo, demorando la extincion (retardando la
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recuperacion de la preferencia por azucar) después del consumo prolongado de
azucar (Fig. 10). En conjunto, estos resultados indican que el bloqueo de los
receptores a dopamina en la CPFm durante la adquisicion del CAS tiene efectos

diferentes en funcion del grado de exposicion al azlcar.

Figura 10. Efectos del bloqueo de los receptores dopaminérgicos en la
preferencia por azlcar durante el protocolo de CAS (ADQ, EVOy EXT 1 a 3)
en los grupos AGUA y AZUCAR.
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La flecha indica la inyeccion de haloperidol en la CPFm 20 min antes de la
adquisicion del CAS. *= P< 0.05 vs grupo AGUA-V; "= P< 0.05 vs grupo AZUCAR-
V. Grupo AGUA-V n= 10, Grupo AGUA-H n= 11, grupo AZUCAR-V n=10, grupo
AZUCAR-H n=14.
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7.8. EL CONSUMO PROLONGADO DE AZUCAR INCREMENTA LA CANTIDAD
RECEPTORES D2 EN LA FRACCION DE LAS MEMBRANAS

CITOPLASMATICAS DE LA CPFm

Dado que el bloqueo de los receptores dopaminérgicos en la CPFm reduce la
preferencia por azucar después del consumo prolongado de agua azucarada, y que
la evidencia previa indica que el consumo de azucar reduce la expresion de
receptores a dopamina en el estriado (Colantuoni et al., 2001), nos propusimos
evaluar la cantidad de los receptores D1 y D2 en terminales sinapticas aisladas y
en la fraccion de membranas citoplasmaticas de la CPFm. Los resultados muestran
gue el consumo prolongado de azucar no modifica la cantidad de receptores D1 en
sinaptosomas (Fig. 11A) ni en la fraccién de membranas citoplasmaticas (Fig. 11C)
de la CPFm. Asimismo, no se encontraron cambios significativos en la cantidad de
receptores D2 en las terminaciones sinapticas aisladas (Fig. 11B). Sin embargo, un
incremento  significativo fue encontrado en la fraccion de membranas
citoplasmaticas de la CPFm después del consumo prolongado de azucar (t 6=

-2.589; p< 0.05; vease Fig. 9D).
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Figura 11. Densidad 6ptica de los “blots” del receptor D1 (Ay C) y del
receptor D2 (B y D) dividida entre la densidad 6ptica de los correspondientes
“blots” de actina como controles de cargado y expresado como partes
proporcionales respecto al grupo AGUA (unidades del eje de las ordenadas:
D1/Actina (veces respecto a AGUA) o D2/Actina (veces respecto a AGUA)).
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Expresion del receptor D2 en sinaptosomas de la CPFm. Panel C. Expresion del
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CPFm. Las imagenes bajo las barras son muestras de los “blots” de los receptores
D1y D2 y sus respectivos “blots” de actina en los grupos AGUA (n=9) y AZUCAR
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8. DISCUSION

Los resultados de esta tesis doctoral muestran evidencia del cambio en la funcion
de los receptores catecolaminérgicos después del consumo prolongado de azucar,
asi como el aumento de los receptores a DA en la CPFm. Por un lado, la activacion
de los receptores B-adrenérgicos con clenbuterol demora la extincién de la memoria
aversiva después del consumo prolongado de azucar, mientras que el bloqueo con
propranolol o la activacion de los receptores dopaminérgicos con apomorfina
incrementan la IL del CAS y aceleran la extincion, pero solamente en el grupo
AGUA. Unicamente el bloqueo de los receptores dopaminérgicos con haloperidol
reduce la preferencia por agua azucarada después del consumo prolongado de
azucar, aungue incrementa la IL del CAS y acelera la extinciébn de la memoria
aversiva después del consumo agudo de azucar. Ademas, después del consumo
prolongado de azlcar se encontré un aumento de los receptores dopaminérgicos

en la CPFm

Al igual que en reportes anteriores (Vera-Rivera et al., 2018), los resultados
mostrados en el presente trabajo muestran que, durante el periodo de exposicion al
azucar, los sujetos experimentales consumen mayor cantidad del liquido azucarado
que lo que consumen de agua simple los sujetos del grupo control. Ademas, los
sujetos del grupo AZUCAR consumen menos cantidad de croquetas balanceadas
para ratas que el grupo AGUA. De igual manera, no encontramos diferencias
significativas en el peso corporal entre grupos, posiblemente debido a que la
disminucién en el consumo de alimento solido compensa el aumento del consumo

de azucar (Fregoso, 2014).
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Ademas, se encontré que 21 dias de exposicién al azlUcar incrementan
significativamente la preferencia por azlicar el dia de la primera prueba de
preferencia (dia 22 del protocolo conductual; véase Fig. 1), reduce el grado de
aversion condicionada medida el dia de a la evocacion del CAS (dia 25) y esta
aversion al sabor es lo suficientemente Iabil para extinguirse dentro de los tres
ensayos de extincion del protocolo. Esta evidencia indica que durante la exposicion
prolongada al azucar se formé una memoria apetitiva del sabor que interfirio
proactivamente con la formacion de la memoria aversiva del sabor durante el CAS.
Resulta pertinente destacar que aunque el consumo de azucar por 20 min durante
la primera prueba de preferencia por parte del grupo AGUA fue suficiente para
igualar los consumos de azucar en la segunda preferencia con los consumos del
grupo AZUCAR, el grado de interferencia del consumo agudo (20 min por 2 dias)
no produjo los mismos efectos en la IL del CAS, ni en las extinciones del CAS que
la exposicion prolongada, lo cual apoya la idea de que el grado de interferencia
proactiva esta en funcion de la magnitud de la exposicion al sabor antes del CAS
(De la Casa & Lubow, 1995). El incremento significativo en la IL del CAS después
de la exposicién prolongada a azUcar podria estar relacionada a la incapacidad de
asociar nuevas consecuencias negativas a sabores dulces que son consumidos en
exceso (overeating), lo cual es congruente con evidencia previa que ha mostrado
en ratas la persistencia en la busqueda de alimento apetitoso a pesar de existir el
riesgo de recibir una descarga eléctrica (Johnson & Kenny, 2010; Latagliata,
Patrono, Puglisi-Allegra, & Ventura, 2010). Esta evidencia sugiere que después del

consumo prolongado de azucar se puede desarrollar un patron de consumo
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perjudicial, caracterizado por persistir en el consumo a pesar de los efectos

aversivos que acompafian a la ingestion.

En el presente trabajo se encontré que la activacion de los receptores (-
adrenérgicos no afectd la preferencia por azucar en ninguno de los grupos (AGUA
y AZUCAR) y aungue no se encontraron diferencias significativas en la preferencia
por azucar el dia de la evocacion de CAS debidas a la activacion de estos
receptores, si se encontré que este tratamiento farmacoldgico estabiliza la memoria
aversiva después del consumo prolongado de azucar, previniendo que la aversion
condicionada se extinga dentro de los tres ensayos de extincidon del protocolo. De
acuerdo con estudios previos, la activacion de los receptores (-adrenérgicos en la
CPFm mejora la memoria de trabajo, mejora la estabilidad la memoria aversiva,
acelera la extincion de la memoria aversiva y acelera la adquisicion del aprendizaje
operante, lo que sugiere que la activacion de estos receptores en la CPFm
desemperfia un papel general en la consolidacion de la memoria (Do-Monte et al.,
2010; Mingote et al., 2004; Ramos et al., 2005; Zhou et al., 2013). A pesar de que
no se encontrd ninguna diferencia significativa entre el grupo AGUA-V y AGUA-C,
si se encontré que la activacion de los receptores B-adrenérgicos de la CPFm
estabiliza la memoria aversiva del sabor en el grupo AZUCAR (Fig. 7). Ademas, el
bloqueo de los receptores B-adrenérgicos de la CPFm reduce el grado de aversion
adquirida en el grupo AGUA (Fig. 8) lo que implica que después del consumo
prolongado de azucar existe una deficiencia en la activacion de los receptores (3-

adrenérgicos de la CPFm, la cual es revertida por la administracion de clenbuterol
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gue estabiliza la memoria (Fig. 7) y esta deficiencia es emulada por el bloqueo de

los receptores B-adrenérgicos en el grupo AGUA (Fig. 8).

Este resultado concuerda con evidencia previa que reporta que la
administracion de propranolol en la CPFm antes del entrenamiento de CAS reduce
la aversion condicionada al sabor (Reyes-Lopez et al., 2010). Sin embargo, no se
encontré6 ninguna diferencia significativa en el grupo AZUCAR debida a la
administracion de propranolol, lo que fortalece la idea de que después del consumo
prolongado de azucar existe una deficiencia en la activacion de los receptores (3-
adrenérgicos de la CPFm, la cual es emulada por la administracion de propanolol,
reduciendo la aversion condicionada y acelerando la extincion de esta aversion.
Ademas, esta idea es apoyada por el hecho de que mientras la administracion
sistémica del antagonista de los receptores (B-adrenérgicos, el dl-4-[2 hydroxy-3-
isopropylaminopropoxy]-indole, durante la adquisicion del CAS reduce la aversion

condicionada al sabor, el tratamiento opuesto la incrementa (Kral & St Omer, 1972).

Asimismo, la activacion de los receptores a DA con apomorfina en la CPFm
durante la adquisicion del CAS disminuy6 la aversion condicionada durante la
evocacion del CAS y acelero la extincion de esta aversion en el grupo AGUA. Este
resultado concuerda con evidencia previa que reporta que la administracion de
apomorfina en la CPFm incrementa la inhibicién latente del miedo condicionado
(Broersen et al., 1996). Sin embargo, no se encontrd ninguna diferencia significativa
en el grupo AZUCAR debida a la administracion de apomorfina, lo que sugiere que
la actividad dopaminérgica de la CPFm se encuentra alterada después del consumo

prolongado de azlcar.
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Con respecto al blogueo de los receptores dopaminérgicos en la CPFm
durante la adquisicion del CAS, se encontré que este tratamiento redujo la aversion
condicionada durante la evocacion del CAS y acelerd la extincién de esta aversion
en el grupo AGUA. Este resultado concuerda con reportes previos que muestran
que la administracion sistémica de antagonistas de los receptores D1 o
administraciones locales en la corteza insular o en la amigdala, asi como la
denervacion de las terminales dopaminérgicas en la CPFm antes de la adquisicion
del CAS impide la formacion de la memoria aversiva (Berman et al., 2000; Fenu et
al., 2009; Hernadi et al., 2000; Miranda et al., 2003). El hecho de que tanto el
blogueo como la activacién de los receptores a DA impidan la adquisicién del CAS
en el grupo AGUA puede parecer contradictorio, sin embargo se ha documentado
el efecto en U invertida de los receptores dopaminérgicos D1 sobre la memoria de
trabajo, donde poca estimulacion o mucha estimulacion del sistema dopaminérgico
tiene un efecto perjudicial (Vijayraghavan, Wang, Birnbaum, Williams, & Arnsten,
2007; Zahrt, Taylor, Mathew, & Arnsten, 1997). En el presente trabajo se encontr
que tanto el bloqueo como la activacién farmacoldgica de los receptores a dopamina
impide la formacion de la memoria aversiva del sabor, reduciendo la aversion

adquirida y haciéndola mas labil a la extincion.

A pesar de que se ha reportado que el consumo de azucar incrementa la
liberaciéon de dopamina (Mingote et al., 2004) y el bloqueo sistémico de los
receptores D2 con raclopride reduce la preferencia por sacarosa (Hsiao & Smith,
1995), en el presente trabajo se encontré6 que el bloqueo de los receptores a

dopamina con haloperidol en la CPFm redujo la preferencia por agua azucarada en
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el grupo AZUCAR, pero no en el grupo AGUA, lo que sugiere que después del
consumo prolongado de azlcar existe una alteracion en los receptores
dopaminérgicos que hace sensibles a los sujetos experimentales al tratamiento con
haloperidol, lo cual coincide con reportes previos donde el consumo de una dieta
obesogénica hace mas sensibles a los sujetos experimentales a los efectos del
blogueo de los receptores dopaminérgicos con SCH23390 y raclopride (Pritchett &
Hajnal, 2011). Estos resultados indican que el consumo prolongado de azucar pude
desencadenar un patron de consumo perjudicial, caracterizado por persistir en el
consumo de sabores dulces a pesar de los efectos aversivos que acompafan su

ingestiébn como resultado, en parte, de las alteraciones en el sistema dopaminérgico.

Finalmente, nuestros resultados indican que el consumo prolongado de
azucar incrementa los receptores a dopamina D2 en la fraccion de las membranas
citoplasmaticas de la CPFm. Reportes previos indican que existe un aumento de la
liberacién de dopamina extracelular en la CPFm cuando se consumen alimentos
dulces, y que a diferencia de lo que ocurre en el NAcc, esta respuesta no decae a
pesar de que se consuma repetidamente estos alimentos dulces (Bassareo et al.,
2002; De Luca, 2014; Feenstra et al., 1999; Gambarana et al., 2003; Mingote et al.,
2004). Estos reportes aunados al hecho de que la dopamina induce la reubicacién
de los receptores D2 dentro de la célula (Celver, Sharma, & Kovoor, 2010) indican
gue durante el consumo prolongado de azlcar existe un aumento de los receptores
D2 en la fraccion de las membranas citoplasmaticas de la CPFm debido a un
aumento de la actividad dopaminérgica. Aunque no se ha encontrado un reporte

similar al nuestro, si se ha documentado que el consumo de azucar reduce los
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niveles del receptor D2 en el estriado (Bello, Lucas, & Hajnal, 2002; Colantuoni et
al., 2001), lo que demuestra que los efectos del consumo de azlcar son diferentes
en las distintas regiones del cerebro. Dado que se ha vinculado a la actividad
dopaminérgica de la CPFm con la flexibilidad conductual (Arnsten & Li, 2004;
Lanser, Ellenbroek, Zitman, Heeren, & Cools, 2001), la alteracién del sistema
dopaminérgico debido al consumo prolongado de azucar podria estar afectando
esta funcién de la CPFm, por lo cual los sujetos experimentales perseveran en el
consumo a pesar de las consecuencias negativas que lo acompafian, no obstante
resulta pertinente remarcar que es necesaria mas investigacion para dilucidar las
causas del aumento en de los receptores dopaminérgicos y las implicaciones

funcionales de este fenémeno.

El consumo excesivo y el aumento en el consumo de azucar, asi como la
persistencia en el consumo a pesar de las consecuencias negativas son
considerados como indicios de adiccién (Avena, 2007; Johnson & Kenny, 2010;
Latagliata et al., 2010). Esta incapacidad de asociar el consumo de agua azucarada
con las consecuencias negativas podria deberse una alteracion en la capacidad de
aprender en general, ya que se han reportado déficits en el aprendizaje espacial
después del consumo de un régimen rico en carbohidratos (Noble, Hsu, Liang, &
Kanoski, 2017). En el presente trabajo encontramos la interferencia proactiva de la
memoria apetitiva sobre un nuevo aprendizaje aversivo asociado al nuevo sabor
después del consumo prolongado de azucar. Esta interferencia proactiva es

modulada de manera diferente por los sistemas dopaminérgicos y B-adrenérgicos.
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9. CONCLUSION

En resumen, los resultados encontrados en el presente trabajo son:

1.

El consumo prolongado de azlcar incrementa la preferencia por agua
azucarada, reduce la adquisicion de la memoria aversiva y acelera su extincion.
La activacion de los receptores p-adrenérgicos durante la adquisicion del CAS
impide la extincién de la memoria aversiva después del consumo prolongado de
azucar.

El bloqueo de los receptores B-adrenérgicos durante la adquisicion del CAS
reduce la adquisicion de la memoria aversiva y acelera su extincion, inicamente
en el grupo sin el consumo prolongado de azlcar.

La activacion de los receptores a dopamina durante la adquisicion del CAS
reduce la adquisicion de la memoria aversiva y acelera su extincion, inicamente
en el grupo sin el consumo prolongado de azlcar.

El bloqueo de los receptores a dopamina durante la adquisicion del CAS reduce
la adquisicidon de la memoria aversiva y acelera su extincién, anicamente en el
grupo sin el consumo prolongado de azucar.

El bloqueo de los receptores a dopamina durante la adquisicion del CAS impide
la evocacion de la memoria apetitiva altamente familiar e impide la extincién de

la memoria aversiva después del consumo prolongado de azucar.

En conjunto, estos resultados dan evidencia del cambio en la funcion de los

receptores catecolaminérgicos después del consumo prolongado de azucar, asi

como el aumento de los receptores dopaminérgicos en la CPFm, lo cual esta

asociado con la dificultad de adquirir un nuevo aprendizaje aversivo.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The medial prefrontal cortex (mPFC) has reciprocal projections with many cerebral structures that are crucial in
Taste memory the control of food ingestion behavior and reward processing: Thus the mPFC has an important function in taste
Dopamine

memory recognition. Previous results indicate that long-term consumption of sugar produces changes in appe-
titive re-leaming and suggest that this could trigger an escalating consumption due to the inability to leam new
negative consequences related to the same taste. Further evidence suggests that general identity reward value
could be encoded in the mPFC, Therefore, the purpose of this study was to evaluate in rats whether after 21 days
of sugar consumption the increase in sweet taste preference and latent inhibition of conditioned taste aversion
(CTA) were affected differentially by pharmacological activation or blockage of dopaminergic and f-adrenergic
receptors, in the mPFC during CTA acquisition. Results showed that after long-term sugar exposure, mPFC
activation of B-adrenergic receptors with clenbuterol delayed aversive memory extinction, but the blockade with
propranolol or activation of dopaminergic receptors with apomorphine increased CIA latent inhibition and
accelerated aversive memory extinction only after acute sugar exposure. Only dopaminergic blockade with
haloperidol prevented sweet taste preference expression after long-term sugar consumption, increased CTA la-
tent inhibition and accelerated extinction after acute sugar exposure. Taken together, the present data provide
evidence that catecholaminergic receptors in the mPFC after prolonged sugar consumption underwent functional
changes related to re-learning and new aversive taste learning.

Beta-adrenergic receptors
Appetitive behavior
Latent inhibition
Extinction

1. Introduction the structures that has an important function during taste memory re-

cognition is the medial prefrontal cortex (mPFC). This cortex is an as-

Preference for sweet food has evolutionary roots because most
sweet tastes are related to a quick, high source of energy that is linked
with a positive hedonic value, Even though taste recognition is fre-
quently an instinctive response that forms part of an innate behavioral
repertoire, it usually includes brain processes recalling past experiences
associated with the same taste, The proper identification of foods in-
cludes the recollection of several characteristics associated with taste
that help to determine the probability of survival and reproduction
[1,2]. It is also undeniable that the associative learning processes un-
derlying the consumption of palatable foods contribute to pathological
overeating behavior [3]. In this regard, there is evidence in rodent
models that long-term consumption of hedonic flavors, like sucrose,
induces significant physiological changes as observed in some stages of
obesity in humans [4].

Sweet tastes activate brain learning and reward circuitry through
fast sensory inputs and slow post-ingestive consequences that modulate
subsequent food intake and seeking behavior [5]. Particularly, one of
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sociation area that has reciprocal projections with many cerebral
structures that are crucial for controlling food ingestion behavior, taste
processing and learning [6-11]. For example, there is evidence in ro-
dents that the mPFC has a significant function in both the acquisition
and the retrieval of conditioned taste aversion (CTA) [12-14] in which
an aversion to a novel taste (CS) is acquired when the taste is followed
by digestive malaise (unconditioned stimulus, US), resulting in an
aversive taste memory. Specifically, the selective denervation of the
catecholaminergic mPFC pathways prevents taste memory formation
and its retrieval [14,15], and the noradrenergic receptors blockade in
the mPFC prevents CTA acquisition [16]. Moreover, mPFC is also re-
quired during CTA extinction [12,13,17], altogether indicating an im-
portant role of mPFC and its catecholaminergic activity during memory
formation and taste recall.

We recently found that after 14 days of ad libitum consumption of
10% sugared water, appetitive memory significantly increased in rats
[18]. Based on diverse evidence, novel sweet tastes induce an appetitive
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response, leading to a preference measured as an increase in con-
sumption [1]. Accordingly, the continuous consumption of sugar in-
creases the latent inhibition (LI) of CTA in proportion to the degree of
exposure to the same taste. Since taste memory is formed during sweet
taste “pre-exposure”, the aversive taste memory will not be as strong as
a regular CTA induced without pre-exposure to the taste [19]. Thus, LI
is the ability of a pre-exposed nonreinforced stimulus to inhibit later
stimulus-response learning, and it enables the study of the proactive
interference of prior appetitive leaming in a new aversive association
[20]. Accordingly, conditioned sugar aversion is significantly disrupted
after one or more days of exposure, and the appetitive memory is more
easily reestablished (e.g., acceleration of aversive memory extinction)
[18]). The evidence indicates that long-term consumption of sugar
produces changes in appetitive re-learning and suggests that long-term
consumption of sugar could trigger an escalating consumption due to
the inability to learn new negative consequences associated with the
same taste. This effect highlights important aspects of reward-based
decisions, where taste “value” cannot be properly updated after ex-
tensive familiarity. Previous work suggests that general identity reward
value is encoded in the mPFC, demonstrating that humans and other
animals with damage to the mPFC have difficulty changing their de-
cisions [21-23]. However, the way in which brain activity in the mPFC
changes to reflect the value after familiarization for specific rewards
remains little understood.

Therefore, the purpose of this study was to evaluate whether the
increase in preference and LI of CTA are affected differentially by
pharmacological activation or blockage of catecholaminergic receptors
in the mPFC after 21 days of sugar consumption. Injections in the mPFC
of 1) denbuterol, a B-adrenergic receptor agonist: 2) propranolol, a
nonselective B-adrenergic receptor antagonist; 3) apomorphine, a do-
paminergic receptor agonist; and 4) haloperidol, a dopaminergic re-
ceptor antagonist, were made during appetitive memory retrieval /CTA
acquisition. Another objective was to evaluate whether prolonged ex-
posure to sugar modifies the expression of dopamine receptors in the
mPFC using western blot analysis.

2. Material & methods
2.1. Animals

A total of 171 male Wistar rats (270-310¢ at the beginning of ex-
periments, Instituto de Newrobiologia breeding colony, Mexico) were
used. Rats were howed individually and maintained at 23 °C; room
lights went on at 9:00 p.m. and off at 9:00 a.m. All behavioral proce-
dures were done between 10:00 a.m. and 4 p.m. during the dark phase
of the cyde. Food and water were available ad libium until the beha-
vioral procedures began. The experiments were performed in ac-
cordance with the Mexican Laws for Animal Care (Norma Oficial
Mexicana SAGARPA) and the relevant rules set forth by the Mexican
Ministry of Health. The experimental protocol was approved by our
institutional Animal Care Committee (Comité de Bioética del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM) and confirmed to be in compliance with the
National Institutes of Health Guidelines for the Care and Use of
Laboratory Rats (NIH publication 80-23, revised 1996).

2.2. Experimental procedures

Rats used for phamacological mPFC manipulations were subjected
to the same 28-day behavioral protocol (Fig. 1); starting with long-term
consumption measurements, followed by 2 days of taste preference
tests, and then CTA training, to evaluate the LI effect of long-term sugar
consumption; finally, aversive memory and its extinction were eval-
uated for 3 days.

2.2.1. Long-term consumption
Rats were subjected to 21-day ad libimum consumption of 10% sugar

Behavioural Brain Research xox (x0cx) xxoe-x0c

water solution (commercial sugar cane, Zulka®, composed mainly of
99% Sucrose; SUGAR group) or tap water (WATER-control group) as
the only liquid. During the initial 14 days, body weight, food pellets and
liquid consumed were measured every day: 600 ml bottles were refilled
every two days and the same amount of food pellets (200 g, Lab Diet *
5001 Rodent Diet) was maintained daily after weighing.

2.2.2. Surgery

After 14 days of exposure to either water or sugar, on day 15 rats
were anesthetized with ip. ketamine (70 mg/kg) and xylazine (6 mg/
kg) and by stereotaxic surgery were implanted bilaterally with 12 mm,
23-gauge stainless-steel cannulae aimed 2mm above the mPFC ac-
cording to the Paxinos and Watson atlas [24] (antero-pos-
terior + 3.0 mm, lateral = 0.5mm from Bregma and ventral, -2.0 mm
ventral from skull surface). Cannula guides were fixed to the skull with
dental acrylic cement and anchored with two surgical screws placed in
the skull. Stylets were inserted into the cannulae to prevent clogging;
after surgery all rats received an oral dose of tramadol (0.01 mg/20 pl);
then, during the 7-day recovery period they were carefully checked for
health issues. During these 7 days the control group was exposed to
water while the sugar group had ad libitum access to both sugar and
water, resulting in 21 days of exposure to sugar before the preference

tests began (Fig. 1).

2.2.3. Taste preference test

On the evening of day 21, all rats were liquid-deprived for 18 h.
During the next 2 days, the preference between sugar and water was
tested (SUGAR PREFERENCES, Fig. 1). The preference test protocol was
carried out by presenting, on opposite sides of the home cage lid, two
graduated 50-ml tubes, one filled with water and another filled with
10% sugar solution. The tubes were switched every 2min for 20 min.
During each of the 2 preference trials (PREF 1-2), the graduated tubes
were presented at the same time of day, and the progress of sugar
preference over water was evaluated by measuring sugar consumption
as the percentage of fluid consumed per day as follows: “% Sugar
Consumption™ = (sugar ml x 100) / (sugar ml + water ml).

2.2.4. Drug injections

On day 24 (Fig. 1), animals were sub-divided into 6 groups and then
bilaterally injected in the mPFC 20 min before CTA acquisition. Just
before injections, patency stylets were removed, and 30-gauge injection
needles were inserted into the stainless steel cannulae. The injection
needles protruded 2.0 mm beyond the cannulae. The injectors were
connected via polyethylene tubing to 10-pl microsyringes driven by an
injection pump (Camegie Medicine, Stockholm, Sweden). Rats in each
group received bilateral microinjections of the following: 1) 0.9% saline
solution (SAL group). 2) Dimethyl sulfoxide at 10% in physiological
saline (0.05 pl/0.5 pl; Sigma/Aldrich; VEH group); both saline and ve-
hicle control groups were needed due to the different solubility of
drugs. 3) Clenbuterol (10ng/0.5uk Sigma/Aldrich; CLEN group). 4)
Propranolol (2.5pg/0.5 pl: Sigma/Aldrich; PRO group). 5) Apomor-
phine (9pg/0.5pl: Sigma/Aldrich; APO group), or 6) haloperidol
(0.5pg/0.5 pl; Sigma/Aldrich; HALO group). Similar total volume of
solution (0.5 pl per injection locus) was delivered over 1 min in all
groups. Injection needles were left inside cannulae for one additional
minute to allow diffusion of the injected solution into the tissue and to
minimize suction of the liquid back along the injection track. Agonist
and antagonist doses were based on previous behavioral studies that
demonstrated modulating effects of catecholaminergic receptor ma-
nipulations in learning tasks [16,25-29].

2.2.5. Conditioned taste aversion (CI'A) and aversion memory extinction
On day 24 (Fig. 1), 20 min after mPFC injections, CTA acquisition as
carried out presenting two graduated bottles, one filled with water and
another filled with sugar solution, in the same way as the sugar pre-
ferences described above; then thirty minutes after the sugar drinking
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Fig. 1. Behavioral protocol; the star indicates cannulae implantation surgery on day 14. After 21 days of water or sugar ad libitum, rats were liquid deprived for 18h
before 2 taste preferences (arrowhead). All drug infusions were done 15 min before CTA acquisition (arrow). After retrieval day, 3 aversive memory extinction trials

were performed.

period, rats were injected i.p. with LiCl (0.3 M, 127.2 mg/Kg body
weight) to induce gastric malaise. One day later, aversive memory re-
trieval was tested (day 25, Fig, 1), presenting again for 20 min two
graduated bottles, one filled with water and another with sugar solution
but without an ip. injection. The strength of CTA was considered as the
reduction of sugar preference during retrieval compared to the pre-
ference during CTA acquisition (% Acquisition = % SUGAR con-
sumption during retrieval x 100 / % SUGAR consumption during ac-
quisition day).

Finally, during the next 3 days, aversive memory extinction for
sugar was evaluated in the same conditions as the retrieval (days
26-28, Fig. 1). Extinction was considered when consumption reached
similar levels to those observed during the CTA acquisition (% Acqui-
sition = % SUGAR consumption during extinction x 100 / % SUGAR
consumption during acquisition day).

2.3. Histology

One day after completing the third extinction trial, rats were deeply
anaesthetized with pentobarbital and perfused transcardially with 4%
formaldehyde in 0.9% saline, The brains were placed in formaldehyde
overnight and then transferred to a 30% buffered sucrose solution and
stored at 4 °C. Coronal sections (50 pym thick) were cut through the area
of interest, then stained with cresyl violet and inspected under stereo-
scopic light. Data from 40 rats with injector tips located outside the
mPFC were excluded from the analysis (Fig. 2A).

2.4. Extraction of synaptosomes and cytosol/plasma membrane subcellular
fractions: mPFC dissection

An independent cohort of 18 rats was used. After completion of
long-term consumption (21 days), rats were sacrificed by decapitation
and brains were removed and cut into 2 mm-thick coronal slices using a
plastic matrix to dissect the mPFC bilaterally. The forceps minor of the
corpus callosum were used as reference points, and the area between
the forceps minor was excised (Fig. 2B). Tissue was homogenized in
500 pl of solution “A” (0.32 M sucrose, 0.5mM CaCl2, 1 mM NaHCO3,
ImM MgC2, 1mM NaF, 2mM Sodium orthovanadate, J-

glycerophosphate and complete protease inhibitor cocktail [Roche,
Mannheim, Germany]). Following homogenization (twelve strokes for
pinched-off synaptic endings) with a Teflon glass homogenizer, the
sample was centrifuged for 10 min at 1000 % g to remove the nudleus
and cellular debris. After that, the supernatant was centrifuged for
15min at 15,000 x g to obtain the cytosol/plasma membrane fraction.
The resulting pellet, containing synaptosomes, was resuspended in 1 ml
of solution “B™ (0.32M sucrose, 1 mM NaHCO3, 1 mM NaF, 2mM So-
dium orthovanadate, P-glycerophosphate and complete protease in-
hibitor cocktail) and centrifuged in a discontinuous sucrose gradient,
1 ml each of 0.85, 1.0, and 1.2 M sucrose in solution B for 2h at 82,500
x g. The band between 1.0 and 1.2 M containing the synaptosomes was
carefully aspirated with a pipette.

2.5, Western blot analysis for DA receptors

Protein concentration was determined with the Bradford assay.
Synaptosomes and cytosol/plasma membrane lysate containing 10 pg of
protein were loaded from each subject and separated through 10% SDS-
PAGE (TRIS 0.5M pH 6.8, TRIS 1.5M pH 8.8, 30% Acrylamide/Bis
Solution, 10% SDS, TEMED, 10% APS; Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
and then transferred onto a nitrocellulose membrane (Millipore,
Billerica, MA, USA). Membranes were blocked for 1h in TBS-T (10nM
TRIS, 0.9% NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5) containing 5% BSA and then
incubated overnight at room temperature with primary antibodies from
the following sources. Anti-Dopamine D1 Receptor (Calbiochem,
Dammstadt, Germany) and Anti-Dopamine D2 receptor (Millipore,
Billerica, MA, USA). The membranes were washed four times for 5 min
in TBS-T and incubated for 1h with HRP-conjugated secondary anti-
body (Millipore, Billerica, MA, USA). Proteins were detected by ECL
and exposed to X-ray Hyperfilms, which were scanned and quantified
densitometrically with ImageJ software (National Institutes of Health,
Bethesda).

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SigmaPlot software
package (Systat Software, San Jose, CA). Data for each varable were

A

Fig. 2. A. Representative microphotograph
and schematic drawing depicting the injection
site in the mPFC (PL, prelimbic cortex; 1L, in-
fralimbic cortex). B. Schematic representation
of the mPFC anterior<caudal brain areax the
gray square indicates the dissected region for
extraction of synaptosomes and subcellular
fractions of cytosol/plasma membranes for
dopamine receptor quantification.
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Fig. 4. A. Taste preference tests after 21 days of sugar or water consumption (Percentage of sugar consumption during PREF 1-2 and during CTA acquisition (ACQ); *
P < 0.05 vs WATER; ® P < 0.05 vs PREF 1), Rats were bilaterally injected in the mPFC with isotonic saline 15min before liquid presentation during CTA ac-
quisition. B. Conditioned taste aversion (CTA) for sugar. Percentage of sugar consumed with respect to CT'A acquisition during CTA retrieval (RET) and 3 aversive
memory extinction tests (EXT 1-3) (% Acquisition = % SUGAR consumption during retrieval or extinction x 100 / % SUGAR consumption during acquisition day).
WATER groupn = 10, SUGAR group n = 9; * P < 0.05 vs. WATER; + P < 0.05 vs WATER during RET.

presented as mean * standard error (SE). Statistical differences were
evaluated using factorial measures analysis of variance (two-way
ANOVA) of body weight, food and liquid intake on the first day and
after 14 days of sweetener consumption. Also, two-way ANOVAs were
carried out to evaluate group and treatment differences in percentage of
sugar consumption during preference trials, acquisition, aversive
memory retrieval, and between aversive memory extinction trials. They
were followed by pairwise multiple comparison procedures
(Bonferroni post-hoc test) when appropriate. Differences in protein ex-
pression between WATER and SUGAR groups were evaluated by un-
paired t-test. P values < 0.05 were considered significant; all data va-
lues are expressed as means *+ standard errors of the mean (SEMs).

3. Results

3.1. Long-term sugar consumption increases sweet liquid intake and reduces
food ingestion

Differences in liquid, food consumption or body weight, between
the first day and 14 days after consumption are shown in Fig. 3. A two-
way ANOVA of liquid consumption revealed significant effect of
treatment liquid (F(y 20y = 138.263, P < 0.01), and effect of liquid
exposure days (F(y 129) = 302.781, P < 0.01) as well interaction be-
tween these two factors (Fy, 129 = 297.789, P < 0.01). Bonferroni
post-hoc analysis revealed a significant difference in water and sugar
consumption between day 1 and day 14 in the SUGAR group
(P < 0.05), but not in the WATER group (P > 0.05). Also, the SUGAR

group consumed a large amount of liquid on day 14 compared with the
WATER group (P < 0.05; Fig. 3A). Furthermore, significant differences
were found regarding food consumption (Fig. 3B; effect of treatment
liquid: Fy 120y = 231.796, P < 0.01; effect of liquid exposure days:
F([Jg‘)) = 210,590, P < 001: interaction: l:(l, 129) = 200. 135, P<
0.01). The SUGAR group significantly reduced pellet consumption on
day 14 compared with day 1, as well as compared with the WATER
group on day 14 (Bonferroni = P < 0.05). However, the WATER
control group maintained the same food consumption from days 1 to 14
(Fig. 3B). Conversely, any significant differences in body weight were
observed between groups after, since both groups increased body
weight after 14 days (Fig. 3C; effect of treatment lLiquid:
Fro20 = 0347, P= 0.557; effect of liquid exposure days:
Fra20) = 1782.503, P < 0.01; interaction: Fgy, 29 = 0.490, P= 0.485;
Bonferroni = P < 0.05).

3.2. Long-term sugar consumption increases sweet taste preference and LI of
CTA and accelerates aversive memory extinction

Taste preference trials were carried out after 14 days of sugar or
water consumption and 18 h of restricted access to liquid (Days 22-23,
Fig. 1). A two-way ANOVA of sugar consumption percentage (over
water) during 2 preference tests and CTA acquisition (Fig. 4A) revealed
a significant effect of treatment liquid (Fy, 24y = 7.788, P < 0.01), as
well as between liquid exposure days (F3, 14, = 16.487,P < 0.01) and
significant interaction between these two factors (F, 24; = 5.805, P <
0.01). Bonferroni post-hoc analysis revealed a significant difference
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between SUGAR and WATER groups during the first preference test
(P < 0.05): however, during the second preference and acquisition,
both groups showed similar sugar consumptions (P > 0.05) since there
was a significant increase in the percentage of sugar consumption in the
WATER group during preference day 2 and acquisition compared with
day 1 (P < 0.05) (Fig. 4A).

During CTA retrieval and 3 days of aversive memory extinction
(Fig. 4B), a two-way ANOVA of acquisition percentage revealed a sig-
nificant effect of treatment liquid (F sy, = 34.793, P < 0.01), as well
as between liquid exposure days (F s, = 14.990, P < 0.01) but no
significant interaction (Fia, s, = 2.421, P= 0.077). Differences be-
tween groups during memory retrieval (RET), as well as during the 3
extinction days were found (P < 0.05, Bonferroni post-hoc analysis).
The SUGAR group during retrieval and extinctions showed a sig-
nificantly higher consumption, reaching similar percentage consump-
tions as observed during the acquisition day. This result indicates a
higher LI of CTA after 21 days of sugar consumption, as well as a sig-
nificant extinction acceleration of the small aversion memory observed
during retrieval day and durng the first extinction day, since the
SUGAR group significantly increased consumption during extinction 2
and 3, compared with retrieval day (P < 0.05, Fig. 4B).

3.3. Activation of B-adrenergic receptors in the mPFC during CTA induces a
mild effect on the strength of aversive memory formation

The effects of denbuterol injections in the mPFC before CTA ac-
quisition, on rats with long-term exposure to sugar (S) or water (W), are
shown in Fig. 5. A two-way ANOVA revealed a significant effect of
treatment (Fg3234) =11.628, P < 0.01), as well as between days
(Fg234y = 25.291, P< 0.01) and significant interaction (Fjg,
230 = 3.292, P < 0.01). As expected, rats with long-term exposure to
sugar (S-VEH and S-CLEN groups) had significantly higher consumption
during first preference (Bonferroni post-hoc analysis; P < 0.05). The S-
VEH group also showed a strong LI of CTA and did not decrease sugar
consumption during retrieval and during any of the 3 extinction trials.
The S-VEH group consumption significantly differed from that of con-
trol rats (W-VEH) during retention and extinction trials (P < 0.05). The
control W-VEH group showed a significant decrement of sugar con-
sumption during retention and 3 extinction trials compared with the
consumption during acquisition (P < 0.05). This result indicates that
acute exposure to sugar (20 min/2 preference tests) did not induce a
significant LI of CTA, and aversion memory remained after 3 extinction
trials. Furthermore, post-hoc analysis revealed a non-significant effect of
clenbuterol injection during acquisition, retrieval, and extinctions 1 and
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Fig. 5. Effects of clenbuterol injections before CTA acquisition (arrow) on
percentage of sugar consumption during CTA acquisition (ACQ), aversive
memory retrieval (RET) and memory extinction tests (EXT 1-3). (WATER-VEH
n= 10, WATER-CLEN n =12, SUGAR-VEH n = 10; SUGAR-CLEN n = 11;
+P < 0.05 vs. SUGAR-VEH; & vs. WATER-VEH).
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2 between groups; however, during extinction 3 there was a significant
decrease in consumption in the groups subjected to long-term exposure
to sugar and injected with clenbuterol (S-CLEN) compared with the S-
VEH group (P < 0.05; Fig. 5). Altogether, these results indicate that
agonism of B-adrenergic receptors in the mPFC during CTA acquisition
induces a mild effect on the strength of aversive memory, since clen-
buterol injections delayed CTA extinction (ie., retarded sugar pre-
ference recovery) after long-term exposure to sugar (Fig. 5).

3.4. Blockade of B-adrenergic receptors in the mPFC during CTA acquisition
increases LI of CTA and accelerates CTA extinction only after short-term
sugar exposure

The effects of propranolol mPFC injections before CTA acquisition
on rats with long-term exposure to sugar (S) or water (W) are shown in
Fig. 6. A two-way ANOVA revealed a significant effect of treatment
(Flaze =14917, P< 0.01), as well as between days
(Fg216) =45717, P< 0.01) and significant interaction (Fg
216y = 7.182, P < 0.01). As expected, rats with long-term exposure to
sugar (S-SAL and S-PROP groups) had significantly higher consumption
during first preference (Bonferroni post-hoc analysis; P < 0.05). The
control W-SAL group showed a significant decrement of sugar con-
sumption during retention (RET) and the 3 extinction trials compared
with the consumption during acquisition (P < 0.05). However, post-hoc
analysis also revealed a significantly higher consumption of sugar in the
W-PRO group during retention and the 3 extinction trials compared
with the control W-SAL group (P < 0.05). During and after CTA ac-
quisition, non-significant differences between long-term sugar groups,
S-SAL and S-PRO, and the W-PROP group were observed, indicating
that propranolol mPFC injections increase LI of CTA and accelerate CTA
extinction after 2 days of acute sugar exposure (20 min/2 preference
tests) but have no effect on LI after long-term sugar exposure.

3.5. Activation of dopaminergic receptors in mPFC during CTA acquisition
increases LI of CTA and accelerates CTA extinction only after short-term
exposure o sugar

The effects of apomorphine mPFC injections before CTA acquisition,
on rats with long-term exposure to sugar (S) or water (W), are shown in
Fig. 7. A Two-way ANOVA revealed a significant effect of treatment
(Fiazaqy = 15848, P< 0.01), as well as between days
(Fig214) =19.049, P< 0.01) and significant interaction (F(g
234y = 4773, P < 0.01). As expected, S-VEH and S-APO groups had
significantly higher consumption of sugar during the first preference
(Bonferroni post-hoc analysis; P < 0.05). The control W-VEH group
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Fig. 7. Effects of apomorphine injections before CTA acquisiion (arrow) on
percentage of sugar consumption during CTA acquisition (ACQ), aversive
memory retrieval (RET) and memory extinction tests (EXT 1-3). (WATER-VEH
n = 10, WATER-APOM n = 12, SUGAR-VEH n = 10; SUGAR-APOM n = 11;
*P < 0.05 vs WATER-VEH).

showed a significant decrease in sugar consumption during retention
(RET) and 3 extinction trials compared with the consumption during
acquisition (P < 0.05). However, post-hoc analysis revealed sig-
nificantly higher consumption of sugar in the W-APO group during the
3 extinctions trials compared with the control W-VEH group (P <
0.05). During and after CTA acquisition, non-significant differences
between long-term sugar groups, S-VEH and S-APO, and the W-APO
group were observed, indicating that apomorphine mPFC injections
increase LI of CTA to similar levels as observed after long-term sugar
consumption, as well as accelerate CTA extinction after 2 days of acute
sugar exposure (20 min/2 preference tests), but have no effect on LI
after long-temm sugar exposure.

3.6. The blockade of dopaminergic receptors in the mPFC prevents
preference for sweet taste after long-term sugar consumption and accelerates
CTA extinction after acute sugar exposure

The effects of haloperidol mPFC injections before CTA acquisition,
on rats with long-term exposure to sugar (S) or water (W), are shown in
Fig. 8. A two-way ANOVA revealed a significant effect of treatment
(Fiaz4ey = 12457, P< 0.01), as well as between days
(Fe246) =7.528, P< 0.01) and significant interaction (F(g
246) = 5.338, P < 0.01). As expected, rats subjected to long-term ex-
posure to sugar (S-VEH and S-HALO groups) had significantly higher
consumption during the first preference (Bonferroni post-hoc analysis;
P < 0.05). The control W-VEH group showed a significant decrement
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Fig. 8. Effects of haloperidol injections before CTA acquisition (arrow) on
percentage of sugar consumption during CTA acquisiion (ACQ), aversive
memory retrieval (RET) and memory extinction tests (EXT 1-3). (WATER-VEH
n =10, WATER-HALO n =11, SUGAR-VEH n = 10; SUGAR-HALO n = 14;
*P < 0.05 vs WATER-VEH; + P < 0.05 vs SUGAR-VEH).
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of sugar consumption during retention (RET) and 3 extinction trials
compared with the consumption during acquisition (P < 0.05). How-
ever, post-hoc analysis revealed a higher consumption of sugar in the W-
HALO group during extinctions 2 and 3 compared with the control W-
VEH group (P < 0.05). Interestingly, a significant difference between
long-term sugar groups was found during acquisition day; the S-HALO
group had significantly less consumption than the control S-VEH group
(P < 0.5), indicating an effect of haloperidol on sugar preference ob-
served during the acquisition trial in rats subjected to long-term ex-
posure to sugar. Also, the S-HALO group showed a significantly lower
consumption during extinction 3, indicating a significant delay in sugar
preference recuperation compared with the S-VEH group. Altogether,
these results indicate that antagonism of dopaminergic receptors in the
mPFC duning CTA acquisition has an opposite effect depending on the
duration of sugar exposure. sugar preference increases (i.e., CTA ex-
tinction accelerates) after acute sugar exposure and taste preference
expression decreases after long-term sugar consumption.

3.7. Long-term sugar consumption increases dopamine D2 receptors in
mPFC cytosol/plasma membranes

Given that manipulations of mPFC dopamine receptors reduced
sugar preference after long-term consumption, and that previous evi-
dence indicates that sugar exposure alters dopamine receptor expres-
sion in the stnatum [30], we also evaluated whether long-term sugar
consumption induces changes in D1 and D2 dopamine receptor ex-
pression in the mPFC. Receptor expression was measured in both the
isolated synaptic terminals and the cytosol/plasma membrane sub-
cellular fraction. The results showed no significant changes in the ex-
pression of D1 (Fig. 9A) or D2 (Fig. 9B) synaptic receptors, and no
changes in D1 receptor expression (Fig. 9C) in cytosol/plasma mem-
branes after long-term sugar consumption. However, a significant in-
crease of D2 receptors in the cytosol/plasma membrane subcellular
fraction (£ (16) = — 2.589; P= 0.020; Fig. 9D) was observed after long-
term sugar consumption.

4. Discussion

The findings in the present research indicate that long-term sugar
consumption produces changes in appetitive and aversive leaming.
These changes are differentially affected by pharmacological manip-
ulations of B-adrenergic and dopaminergic receptors in the mPFC. First,
we replicated previous results that demonstrate that long-term con-
sumption of sugar increases sweet liquid consumption and reduces food
intake [18]. Sugar solution intake increased from the first day and
throughout the 14 days of measurements; although food intake de-
creased significantly in rats exposed to sugar, body weight gain rate
observed between rats that drank sugar or water did not significantly
change. This similar body weight increment indicates that the beha-
vioral and pharmacological effects reported here, in young adult rats,
are not influenced by other important variables related to excessive
body weight, which could complicate the interpretation of the present
results.

Second, we found that 21 days of sugar exposure induced a sig-
nificant preference for sugar and increased LI of CTA, reflected as a
significant deficit in the conditioned sugar aversion, while also accel-
erating the appetitive response after conditioning (e.g., accelerating
sugar preference during extinction trials). Long-term sugar exposure
induced a greater preference for sweetness over water, which indicates
a robust appetitive taste memory formation due to high familiarity.
Although an acute exposure to sugar (e.g., 20 min/day) was sufficient to
induce a significant preference for sugar, only longer exposure (21
days) was able to produce a significant increment in the L1 of CTAand a
rapid recovery of sugar preference after the aversive association (e.g.,
acceleration of extinction); indicating that prolonged sugar consump-
tion causes a proactive interference in the CTA depending on the length
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of stimulus pre-exposition, as reported previously [19]. The significant
increase in LI of CTA after long-term sugar consumption could be re-
lated to the inability to learn new negative consequences associated
with sweets flavors; and it is congruent with previous evidence showing
that rats persist in seeking palatable food even when there is a risk of
receiving an electric shock [31,32], which suggests that after long-term
consumption of palatable food, a pattem of maladaptive behavior could
develop, characterized by persisting in the consumption despite the
adverse effects after ingestion.

The third important finding was the differential effect of pharma-
cological activation or blockage of catecholaminergic receptors in the
mPFC after long-term sugar consumption. We found that activation of
B-adrenergic receptors, by injecting clenbuterol in the mPFC during
CTA acquisition, did not affect the preference for sugar expression and
had a slight, but not significant, effect on LI of CTA induced by acute or
long-term sugar exposure. However, clenbuterol significantly prevented
the rapid reinstatement of sugar preference observed after CTA retrieval
in rats subjected to long-term exposure to sugar, causing a significantly
lower consumption of sugar during the extinction sessions (Fig. 5). This
result concurs with other evidence showing that administration of

clenbuterol in the mPFC improves retention of the aversive memory
after fear conditioning [33], and with the evidence that clenbuterol
injections into the amygdala improve aversive memory retention of the
inhibitory avoidance [25]. Particularly, the dose of clenbuterol used in
this experiment affected the appetitive response observed after 3 days
of extinction trials, of the attenuated aversive conditioning by the prior
exposure to sugar for 21 days, but not after acute exposure, suggesting
that P-adrenergic receptors respond incrementally after prolonged
sugar consumption. Moreover, the blockade of B-adrenergic receptors
with propranolol in the mPFC during CTA acquisition significantly in-
creased the LI and accelerated the aversive memory extinction observed
after acute sugar exposure; however, the same dose of propranolol did
not cause changes in LI of CTA or in the rate of sugar preference during
extinction trials, observed after 21 days of sugar consumption. This
result agrees with the evidence that injections of propranolol in the
mPFC prevent CTA acquisition of novel tastes like saccharin [16]. These
data also indicate that noradrenergic activity is required in the mPFC
during CTA when sugar is novel or familiar (acute presentations for two
days). However, after prolonged sugar consumption and high famil-
iarity (more than 21 days), the B-adrenergic receptor function was
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unaltered during CTA acquisition, since the same dose of propranolol
did not affect the LI or any preference increment induced by prolonged
sugar exposure. In addition, similar effects were observed after pro-
pranolol blockade and apomorphine activation in the mPFC during CTA
acquisition. Injections of apomorphine increased LI of CTA and ac-
celerated CTA extinction only after acute sugar exposure. This is con-
sistent with other results showing that apomorphine in the mPFC in-
creases the degree of interference produced by pre-exposure to the
conditioned stimulus during the conditioned emotional response pro-
tocol; i.e., it increases the LI of suppression of lever pressing for food in
the presence of a light cue conditioned to a foot shock [26]. Overall,
this evidence suggests that dopaminergic activation in the mPFC could
increase the LI of different conditionings. The present results show that
LI is significantly attenuated after prolonged consumption of sugar
because rats that consumed sugar for 21 days did not express any
change in consumption, despite being injected with the same apomor-
phine dose, which significantly altered both the CTA and the memory
extinction after acute sugar intake.

Interestingly, we found that blockade of dopaminergic receptors
with haloperidol in the mPFC, during CTA acquisition, was the only
treatment that generated changes in sugar preference expression after
long-term consumption. After prolonged sugar consumption, haloper-
idol injections just before sugar consumption significantly decreased
sugar preference observed during CTA acquisition but did not alter the
LI of CTA the following day or the degree of sugar preference until the
third extinction, when sugar preference was significantly diminished,
suggesting that blockade of dopaminergic receptors reduces sugar
preference after long-term consumption. Nevertheless, a similar halo-
peridol dose after acute sugar exposure, increases sugar preference
during LI and aversive memory extinction process (Fig. 8).

Previous reports have shown that systemic administration of do-
paminergic antagonists reduces taste preference [34]; however, to this
day there is no evidence of the specific dopaminergic activity function
in the cortex. The present results show that dopaminergic function is
necessary during familiar taste re-learning, and that after long-term
sugar consumption, the function of dopaminergic receptors is altered
significantly during the recognition of a highly familiar sweet taste and
during the appetitive re-learning. These changes in appetitive re-
learning differentially involve dopaminergic activity and suggest that
long-term consumption of sugar could trigger an escalating consump-
tion due to the inability to leam new negative consequences related to
the same taste, as a result of deficits in the dopaminergic system.

Finally, our results indicate that long-term sugar consumption in-
creases dopamine D2 receptors in mPFC cytosol/plasma membranes
and agree with the fact that consumption of sweet food increases ex-
tracellular dopamine in the mPFC [35-37] and with the discovery of
agonist-induced relocation of D2-dopamine receptors [38]. Moreover,
the increase of D2 receptors in the cytosol/plasma membranes ex-
tracted from the striatum of rats injected with a single dose of am-
phetamine has been reported [39], and consumption of palatable foods
modifies the expression of dopaminergic receptors in the striate
[30,40], suggesting that D2 receptor increments are related to re-
warding stimuli and the dopaminergic increase in the mPFC. The sig-
nificant increase in the number of dopaminergic receptors in the cy-
tosol/plasma membranes extracted from the mPFC of rats highly
familiarized with sugar, contributes to the hypothesis that the mPFC is
among the structures responsible for inhibitory control and habit for-
mation and is also a necessary structure for appetitive and aversive
learning [41-43]. Furthemmore, the present data are related to previous
evidence that correlates alterations in the dopaminergic and nora-
drenergic systems with pathological consumption of palatable foods
[30,44-49]. However, further research is necessary to explain the
causes of this dopaminergic receptor increase and its functional im-
plications.

Excessive consumption and intake escalation of sugar have been
associated with some signs of addiction [50]. Our results show that
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long-term sugar consumption induced an intake escalation that pro-
duced a persistent preference for sugar, even if negative consequences
were associated with the taste, a hallmark of addiction symptoms
[31,32]. This non-flexible behavior after prolonged sugar consumption
could be considered as an alteration in learning processes that could be
also be related to deficits in spatial learning and memory after con-
sumption of a high-carbohydrate diet [51]. Here we found a proactive
interference for a new aversive memory (CTA) due to low or high fa-
miliarity. This interference could be differentially modulated by the
activation of B-adrenergic receptors and a blockade of dopaminergic
receptors, indicating the importance of catecholaminergic neuro-
transmission in the mPFC during memory formation and highlighting
the differences between minor or enhanced learning [52,53]. In parti-
cular, sub-regions of the prefrontal cortex and their projections to other
brain regions have been shown to differentially modulate drug-seeking
and extinction behavior. There is a growing body of evidence showing
that manipulation of neuronal plasticity can alter extinction learning
and could be related to drug-seeking behavior reactivation during ad-
diction relapse [54]. Altogether, the present results provide evidence of
functional changes in catecholaminergic receptors after prolonged
sugar consumption, indicating that high sugar familiarity modifies the
function and expression of dopaminergic receptors in the mPFC, which
are associated with appetitive re-learning and new aversive learning.
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