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1. RESUMEN

La intensidad/concentracion de la sacarosa es uno de los atributos que contribuye al
sobreconsumo de alimento altamente caldrico. A pesar de esto, no se ha elucidado cémo
la intensidad de la sacarosa es codificada y cdmo esta informacién es utilizada por
neuronas de las cortezas gustativas, primaria y secundaria, para realizar la toma de
decisiones perceptuales. Para abordar esta problematica entrenamos ratas en una tarea
de discriminacion de intensidades de sacarosa. Encontramos que la sacarosa evoca una
respuesta extendida en neuronas registradas en la Corteza Insular posterior (Clp),
anterior (Cla) y Orbitofrontal (COF). Un grupo pequefio de neuronas selectivas contuvo
la mayor cantidad de informacion acerca de la intensidad de la sacarosa, indicando que
el sistema gustativo usa un codigo compacto y distribuido para codificar la intensidad del
sabor dulce. Dicha informacion se encontro contenida en la tasa de disparo y en el patréon
temporal de disparo “spike-timing” de las neuronas. Las neuronas de la Clp, Clay COF
también respondieron a la direccion del movimiento (responder al puerto izquierdo o
derecho). No obstante, las neuronas de la COF tuvieron una respuesta mas robusta.
Algunas neuronas de la Cla y COF codificaron la decisidn de los sujetos, mientras que
las neuronas de las tres regiones codificaron la omision del reforzador. En resumen, las
tres regiones corticales proveyeron una representacion neural de la intensidad de la
sacarosa percibida y toda la informacién relacionada con la tarea conductual, la cual
subyace a la toma de decisiones perceptual.

1. SUMMARY

Sucrose’s sweet intensity/concentration is one attribute contributing to the
overconsumption of high-energy palatable foods. However, it is not known how sucrose
intensity is encoded and used to make perceptual decisions by neurons in taste cortices.
To address these issues, we trained rats in a sucrose intensity discrimination task. We
found that sucrose evoked a widespread response in neurons recorded in posterior (pIC),
anterior (alC) Insula, and Orbitofrontal cortex (OFC). Only a few selective-neurons
conveyed the most information about sucrose intensity, indicating that the taste system
used a compact and distributed code for intensity. Sucrose intensity was encoded in both
firing-rates and spike-timing. The plIC, alC, and OFC neurons tracked movement
direction, with OFC neurons providing the most robust response. alC and OFC neurons
encoded the subject’s choices, whereas the three regions tracked reward omission.
Overall, these areas provide a neural representation of perceived sucrose intensity, and
of task-related information underlying perceptual decision-making.



2. GLOSARIO

BG: Boton gustativo.

Cla: Corteza insular anterior.

Clp: Corteza insular posterior.

COF: Corteza orbitofrontal.

CRG: Célula receptora gustativa.

NPB: Nucleo parabraquial.

NTSr: Nucleo del tracto solitario porcién rostral.
ROC: Caracteristica operativa del receptor.
ROCabc: Area bajo la curva ROC.

SNC: Sistema nervioso central.

VPMpc: Nucleo talamico ventroposteromedial division parvocelular.



3. INTRODUCCION

El sentido del gusto nos remonta a la conducta de ingesta de alimento. Cuando
colocamos un alimento en la boca, debemos tomar la decision de ingerirlo 0 no. La
cualidad gustativa es una caracteristica clave que nos indica la presencia de sustancias
potencialmente dafiinas o de nutrientes, ayudandonos a tomar esta decisién (Breslin,
2013). Por ejemplo, de manera innata, rechazamos alimentos amargos y acidos ya que
podrian contener alcaloides (o toxinas) o estar en estado de putrefaccion; por otra parte,
aceptamos soluciones dulces, saladas o con sabor umami, ya que sefialan la presencia
de carbohidratos, minerales o proteinas, respectivamente (Yoshida and Ninomiya, 2010).
De manera similar, la cantidad de alimento ingerido puede verse afectada por la
concentracion de una misma cualidad gustativa: tendemos a disminuir nuestro consumo
entre mas amargo es el alimento y aumentarlo cuando es mas dulce (Hashimoto and
Spector, 2014). Aunque el consumo puede verse afectado por otras variables como las
buenas o0 malas experiencias post-ingestionales asociadas con el sabor del alimento, el
olor, la textura, la temperatura, el estado interoceptivo de hambre/saciedad, el nimero

de comensales, entre otras (Gutierrez and Simon, 2011).

La cualidad, intensidad (concentracién) y el valor heddnico (palatabilidad) de un estimulo
sapido son percibidos gracias a la comunicacion eléctrica, neuroquimica y hormonal de
estructuras que van desde la periferia, en la cavidad oral, hasta el Sistema Nervioso

Central (SNC).



3.1. Sistema gustativo periférico

El ingreso de un alimento a la boca produce la estimulacion quimica de las
microvellosidades de la porcion apical de los Botones Gustativos (BG). Alrededor de
5000 BG se encuentran distribuidos en la lengua, el paladar, la laringe y la faringe. En la
lengua, los BG se encuentran embebidos en las papilas fungiformes, circunvalas y
foliadas (las papilas filiformes no contienen BG por lo que no seran discutidas). Cada BG
estd conformado por 50-100 Células Receptoras Gustativas (CRG) (Chaudhari and
Roper, 2010; Yoshida and Ninomiya, 2010). A grosso modo existen tres tipos de CRG
con receptores a moléculas de las 5 cualidades gustativas clasicamente descritas:
salado, dulce, umami, amargo y acido. Las CRG de tipo | expresan un canal de sodio
epitelial sensible a amilorida cuya expresion es necesaria para la percepcion del sabor
salado (Spector et al., 1996). Las CRG tipo Il expresan receptores acoplados a proteinas
G que responden de manera diferencial al sabor dulce (heterodimero T1R2-T1R3), al
sabor umami (heterodimero T1R1-T1R3) (Nelson et al., 2002) y al sabor amargo (T2Rs)
(Adler et al., 2000; Yoshida et al., 2009). El receptor PKD2L1 de las CRG tipo Ill es el
responsable de la deteccidn del sabor acido (Huang et al., 2006). Ademas de estas 5
cualidades gustativas, la lengua puede percibir otros compuestos; por ejemplo, los acidos
grasos de cadena larga son detectados por proteinas membranales CD36; reducir su
expresion atenua la preferencia por el acido linoléico en ratas obesas (Chen et al., 2013).
Incluso, en roedores se ha descubierto un sistema de deteccion de agua,
especificamente las células responden al lavado de los iones de bicarbonato presentes
en la saliva (Zocchi et al., 2017). A pesar de la variedad de receptores que responden

selectivamente a alguna de las cualidades gustativas, las CRG de todas las cualidades



gustativas se encuentran mezcladas en un mismo BG, los cuales estan distribuidos en
toda la lengua, por lo que cualquier cualidad (dulce, saldo, acido, umamiy amargo) puede

ser detectada a lo largo de la misma (Gilbertson et al., 2001).

Figura 1. Las cualidades gustativas pueden ser

; detectadas en cualquier porciéon de la lengua.
A : : (Modificado de Chandrashekar et al., 2006). Los tipos
{ Foliadas | Fiforme papilas gustativas (circunvalada, foliada y fungiforme)
CTHE EN s S€ €ncuentran distribuidas en la lengua de manera

actl segregada. Inmersas en las papilas se encuentran los
i BG, odrganos conformados por CRG. Existen
diferentes tipos de CRG que pueden responder de
manera selectiva a una cualidad gustativa. En el BG
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T2R’s TIR2/T1IR3 TIRI/TIR3 ENaCs PKD2L1

A pesar de que cada cualidad gustativa tiene un receptor especifico asociado, el receptor
en si mismo no es el responsable de que podamos detectar un sabor u otro
(Chandrashekar et al., 2006; Yarmolinsky et al., 2009). De hecho, en ratones se ha
demostrado que la expresion de T2R (detecta sabor amargo) en células que responden
a sabores dulce, promueve el consumo de soluciones amargas (como si fuera dulce);
mientras la expresion del receptor de lo dulce en las CRG que detectan sabores amargos,
promueve el rechazo de soluciones dulces (Mueller et al., 2005). Este experimento
sugiere que el sabor de una solucién amarga o dulce es resultado de la activacion de
una CRG especifica y no del receptor per se (Mueller et al., 2005). Asimismo, se han
encontrado algunas fibras aferentes que responden de manera selectiva a una cualidad
gustativa (Chaudhari and Roper, 2010). Dichos hallazgos sugieren que el procesamiento

de la informacién acerca de las cualidades gustativas se da de forma segregada,



hipétesis conocida en inglés como “labelled line model” (Chandrashekar et al., 2006),
(ver Figura 1). No obstante, a nivel central una misma neurona puede responder a
diferentes cualidades gustativas gracias a la inervacion de diferentes fibras
(Chandrashekar et al., 2006; Chaudhari and Roper, 2010; Smith et al., 2000). Estos
hallazgos sugieren que la informacion acerca de la cualidad gustativa en el SNC parece
estar codificada de manera distribuida a través de ensambles neuronales, apoyando el
modelo conocido en inglés como “across fiber pattern” (Smith et al., 2000). Sin embargo,
de manera reciente y como veremos mas adelante, se han localizado grupos neuronales
segregados que responden de manera selectiva a algunas de las cualidades gustativas

(Chen et al., 2011; Wang et al., 2018).

3.2. Sistema gustativo central

La informacion gustativa llega al SNC a través de diferentes ramas de los pares craneales
VII (facial), IX (glosofaringeo) y X (vagoneumogastrico). Las ramas chorda tympaniy gran
petrosal superior del nervio facial inervan la porcién anterior de la lengua y el paladar,
respectivamente; la rama lingual-tonsilar del glosofaringeo inerva las porciones posterior
y lateral de la lengua; mientras la rama laringeal superior del nervio vago inerva a las
CRG ubicadas en la laringe, faringe y epiglotis (Chaudhari and Roper, 2010). Dichas
fibras establecen sinapsis con neuronas de la porcion rostral del Nucleo del Tracto
Solitario (NTSr). EI NTS es un centro sensorial primordial ya que recibe informacién
respiratoria, cardiaca, visceral, orotactil y gustativa (Bradley, 2006; Cavanaugh et al.,
2015; Giza et al., 1992; Han et al., 2018; King, 2007). Este nucleo tiene tres principales

eferentes que contribuyen a la conducta consumatoria, el procesamiento metabdlico del
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alimento y el procesamiento gustativo-heddnico. La primera eferente involucra a
neuronas en la subdivision ventral del NTSr que envian eferencias a neuronas pre-
motoras de la Formacién Reticular Intermedia las cuales a su vez se comunican con
motoneuronas del nucleo del hipogloso, participando en el control del lengueteo ritmico
en roedores (Travers et al., 2000). Esto ultimo explica el por qué ratas descerebradas
(sin conexiones con el prosencéfalo) pueden tener reflejos de rechazo o aceptacion a los
alimentos y mostrar reacciones orofaciales apetitivas o aversivas (Grill and Norgren,
1978a), incluso pueden modular estas respuestas en funcién de su estado de saciedad
(Grill and Norgren, 1978b). EI NTS también envia fibras descendentes al Nucleo Motor
Dorsal del Nervio Vago, activando las eferentes vagales involucradas en la digestion,

absorcion y metabolismo de nutrientes (Teff, 2008).

El primer relevo de informacién gustativa del NTS difiere entre primates y roedores. En
primates, las neuronas sensibles al gusto del NTSr envian sus axones directamente a la
divisidon parvocelular del nucleo talamico Ventral Posteromedial (VPMpc) (Rolls, 2004;
Rolls et al., 1989). En roedores, la informacion hace escala en el Nucleo Parabraquial
(NPB), el cual envia eferencias al hipotalamo lateral, sustancia innominata, el nacleo del
lecho de la estria terminal, la amigdala basolateral y al VPMpc (Norgren, 1976, 1974).
Estas estructuras estan involucradas en la ingesta de alimento y la formacion de memoria
gustativa. Las fibras gustativas del VPMpc envian sus axones a la corteza gustativa
primaria, también conocida como Corteza Insular (Cl). La Cl proyecta reciprocamente al

NPB, a la corteza primaria somatosensorial y a la Corteza Orbitofrontal (COF). La parte



caudolateral de esta ultima también se conoce como corteza gustativa secundaria (Rolls

et al., 1990, 1989) (Fig. 2).

Paladar = GPS

Lengua
cT
Anterior

Lengua
— i X ool el Digestién, absorcion
Faringe Ls _/ lengueteo ritmico g s ¥
Laringe metabolismo de
Epiglotis nutrientes

Figura 2. Procesamiento gustativo de la periferia hacia el SNC. El procesamiento gustativo sigue dos
vias: la via talamocortical (morado) y la via del prosencéfalo ventral (azul). La informacién llega al NTS a
través de los pares craneales enviando esta informacién a la via gustativa y a nlcleos que controlan la
conducta consumatoria (masticacion y deglucién) y que promueven el metabolismo de los alimentos. VI,
Nervio facial; IX, Nervio glosofaringeo; X, Nervio vagoneumogastrico; Xll, Nervio hipogloso; BLA, Amigdala
Basolateral; CI, Corteza Insular; COF, Corteza Orbitofrontal; CT, Chorda Tympani; FRi, Formacién
Reticular Intermedia; GPS, Gran Petrosal Superior; HL, Hipotalamo Lateral; LS, Laringeal Superior; LT,
Lingual Tonsilar; NLET, Nucleo del Lecho de la Estria Terminal; NMDV, Nucleo Motor Dorsal del Nervio
Vago; NPB, Nucleo Parabraquial; NTS, Nucleo del Tracto Solitario; Sl, Sustancia Innominata; VPMpc,
divisién parvocelular del nucleo taldmico Ventroposteromedial.

3.4. La Corteza Insular (ClI)

La Cl es la primera estructura cortical que recibe informacién gustativa. Se encuentra
ventral a la corteza somatosensorial y dorsal al surco renal. Desplazandonos en un plano
dorsoventral la Cl puede subdividirse en granular, disgranular y agranular, de acuerdo
con su citoarquitectura. Las capas corticales se encuentran mayormente preservadas en

las dos primeras, mientras que la subdivisién agranular carece de la capa IV y sus capas
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V y VI se encuentran fusionadas (Kobayashi, 2011). La division disgranular recibe de
manera mas prominente informacion gustativa del VPMpc (Allen et al., 1991),
constituyendo la via gustativa talamocortical (Pfaffmann et al., 1977); asimismo, recibe
informacion visceral, anticipatoria y relacionada con la recompensa desde la corteza
somatosensorial Sll, los nucleos de la amigdala, el HL y la CPFm (Allen et al., 1991,
Kobayashi, 2011; Shi and Cassell, 1998), constituyendo la via del prosencéfalo ventral
(Pfaffmann et al., 1977). Ambas vias interaccionan en la Cl gracias a las interconexiones
de las subdivisiones (Shi and Cassell, 1998), permitiendo la integracién de la informacion

y contribuyendo a la formacién de la percepcién del gusto.

3.4.1. La corteza insular en el procesamiento gustativo

El papel de la Cl en la deteccion de cualidades gustativas ha sido ampliamente estudiado.
Existen neuronas insulares que responden a estimulos representativos de las cinco
cualidades gustativas clasicas, tanto en roedores (MacDonald et al., 2012; Ogawa et al.,
1990; Stapleton et al., 2006) como en primates no humanos (Yamamoto et al., 1980). Se
sabe que lesionar la Cl de la rata deteriora su sensibilidad para detectar sal (agua vs sal)
y discriminar sales (cloruro de sodio vs. cloruro de potasio): requiere concentraciones
mayores de la sal para que el sujeto pueda identificarla correctamente (Blonde et al.,
2015). Ademas, ratas con lesion en Cl tardan mas en aprender una tarea de

discriminacion en comparacion con un grupo SHAM (Blonde et al., 2015).



La Cl no solo detecta diferentes cualidades gustativas, también identifica diferentes
concentraciones de una misma cualidad gustativa. Al igual que en estructuras del tallo
cerebral (Roussin et al., 2012; Wu et al., 2015), estas neuronas codifican la intensidad a
través del aumento o disminucion de su tasa de disparo en funcion de la concentracion,
tanto en ratas (MacDonald et al., 2012; Stapleton et al., 2006) como en monos (Scott et
al., 1991). Se ha sugerido que esta codificacion podria encontrarse alterada en sujetos
obesos. De hecho, se ha reportado que ratas obesas presentan una mayor actividad en
Cl ante la presentacion de sacarosa 0.5 M en comparacion con ratas delgadas (Zhang

et al., 2013).

Un hallazgo reciente en ratones ha sugerido que las neuronas que responden a las
cualidades gustativas dulce y amargo se encuentran espacialmente segregadas en dos
hotspots (Chen et al., 2011) (ver Figura 3). Especificamente, se demostré que los grupos
neuronales que responden a amargo y dulce se encuentran ubicados de manera
diferencial en la porcién posterior y anterior de la Cl, respectivamente (Chen et al., 2011;
Wang et al., 2018). Lo anterior concuerda con hallazgos electrofisioldgicos en monos que
refieren un mayor numero de neuronas que responden a un estimulo gustativo dulce en
la porcién anterior en comparaciéon con la posterior de la Cl (Yamamoto et al., 1989).
Ademas, se sabe que dos estimulos sapidos con un valor hedonico distinto, a pesar de
tener la misma cualidad gustativa, se encuentran representados de manera diferencial
en la Cl de la rata (Accolla et al., 2007). Otros experimentos con ratones han demostrado
que la fotoestimulacion del hotspot de lo dulce promueve conductas apetitivas, mientras

la del amargo promueve conductas de aversion (Peng et al., 2015). Asimismo, se sabe
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que el establecimiento de la memoria aversiva gustativa ocurre en la Clp de la rata
(Escobar and Bermudez-Rattoni, 2000). Por otra parte, experimentos de ganancia y
pérdida de funcién en ratones han demostrado que el hotspot dulce es suficiente y
necesario para el reconocimiento del sabor dulce (Wang et al., 2018). Incluso, se ha
descrito una separacion topografica similar en la Cl anterior del mono, aunque en un eje
anatomico diferente: dorsal-apetitivo y ventral-aversivo (Jezzini et al., 2012). Sin
embargo, si bien en mono se ha podido replicar los resultados de efectos diferenciales
tras la estimulacién de uno u otro hotspot (Jezzini et al., 2012), en la Cl de la rata no se
ha encontrado una segregacion espacial de estos grupos neuronales (Fletcher et al.,
2017). De hecho, en la Clp de la rata se ha identificado un hotspot heddénico (con

neuronas que responden a sabores dulces) (Castro and Berridge, 2017).

A

Figura 3. La corteza insular contiene hotspots
segregados que responden preferencialmente a una
cualidad gustativa. A. Fotografia en campo claro de una
vista sagital de cerebro de raton. La arteria cerebral media
(MCA, en rojo) y la vena rinal (RV, en azul) fungen como
puntos de referencias para identificar la localizacion de los
hotspots. LOT, Tubérculo Lateral Olfatorio. B. Esquema
que muestra la localizacidon de los hotspots: el de lo dulce
y lo amargo se encuentran anterior y posterior a la MCA
(linea vertical roja), respectivamente; y dorsal a la vena
rinal (linea horizontal azul). En los recuadros negros se
muestran las células no responsivas (gris) y las
responsivas a dulce (verde), amargo (rojo) y acido (azul),
dentro del hotspot de lo dulce. A, Anterior; V, Ventral.
Modificado de Chen et al., 2011.
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3.5. La Corteza Orbitofrontal (COF)

La COF es la regién de la Corteza Prefrontal localizada de manera dorsal a la Cl y que
recibe proyecciones directas de la porcidn gustativa de la misma; dado la conexion
anatémica y funcional entre COF y ClI, se le conoce como corteza gustativa secundaria

(Allen et al., 1991; Rolls et al., 1989; Shi and Cassell, 1998).

3.5.1. La corteza orbitofrontal en el procesamiento gustativo

En COF se han descrito neuronas que responden a diversas cualidades gustativas (Rolls
et al., 1990; Thorpe et al., 1983). Asimismo, en la COF de monos, se han identificado
neuronas selectivas a glucosa que aumentan su tasa de disparo en funcién de la
concentracion de la misma (Rolls et al., 1990, 1989; Thorpe et al., 1983). Se sabe que
algunas de estas neuronas dejan de responder al sabor de un alimento cuando este
mismo alimento fue dado hasta que el sujeto estuviera saciado, pero responden
nuevamente si se entrega otro sabor diferente, siendo este el sustrato neuronal del
fendmeno conocido como saciedad sensorial especifica (Rolls Edmund T. et al., 2006;
Rolls, 2004; Rolls et al., 1989). En roedores, se ha encontrado la ubicacion de un hotspot
en la COF anterior y rostromedial, cuya activacion a través de farmaco opioides y
orexinérgicos, respectivamente, promueven el aumento del valor hedoénico de la

sacarosa (Castro and Berridge, 2017).
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4. Codificacion de variables de decision en la corteza insular y orbitofrontal

La Cl ademas de ser la primera corteza en recibir informacion gustativa, es una region
cortical que recibe informacion multisensorial de manera diferencial en sus subdivisiones
citoarquitectonicas, la cual es integrada gracias a sus interconexiones (Allen et al., 1991;
Kobayashi, 2011). Por otra parte, la COF cuenta con proyecciones bidireccionales con
estructuras implicadas en la ingesta y el procesamiento de la recompensa, como el HL.
También envia eferencias a la amigdala, al nucleo caudado, a la porcién core del NAc y
y al ATV, asi como proyecciones indirectas de NAcSh a través de la corteza prefrontal
infralimbica (Ongur and Price, 2000; Price, 2007; Rolls, 2004). Ademas, COF recibe
informacion de otras modalidades sensoriales: somatosensorial, auditiva, visual y olfativa
(Cavada et al., 2000). Tanto para Cl como para COF se ha sugerido un papel multimodal
dada la recepcién de aferencias, envio de eferencias y proyecciones bidireccionales con
diversas estructuras involucradas en la regulacion de la ingesta de alimento, estado
interoceptivo del sujeto, navegacion espacial, recompensa, entre otros procesos (Allen
et al., 1991; Cavada et al., 2000, 2000; Kobayashi, 2011; Rolls, 2004; Shi and Cassell,

1998).

La Clp integra sefales interoceptivas de hambre con informacion gustativa (de Araujo et
al., 2006). Incluso, se ha descrito que las neuronas de la Clp de rata responden a
estimulos visuales asociados con comida, solo si los sujetos se encuentran en un estado
motivado de hambre, pero no cuando estan saciados (Livneh et al., 2017). Ademas, en
ratas se ha demostrado que las neuronas de la Clp responden de manera diferencial

ante estimulos que predicen diferentes consecuencias (Gardner and Fontanini, 2014).
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Incluso, la inactivacion de la Clp afecta la habilidad del sujeto de ajustar su respuesta
basado en el valor actual de la consecuencia, sin afectar el aprendizaje ni la ejecucion
de la respuesta instrumental (Parkes et al., 2017, 2015). En conjunto, estos experimentos
demuestran que la Clp esta involucrada en el procesamiento de estimulos
exteroceptivos, motivacionalmente relevantes, que permiten la prediccion de

consecuencias.

Ademas, la lesion de la Clp de la rata afecta el aprendizaje en una tarea de navegacion
espacial y el establecimiento de una memoria en un protocolo de Condicionamiento de
Aversion al Sabor (CAS) (Escobar and Bermudez-Rattoni, 2000; Nerad et al., 1996).
Asimismo, el establecimiento del CAS en ratas produce cambios plasticos en la Clp
(Accolla et al., 2007). En conjunto estos datos demuestran el papel funcional de la Clp

en la formacion de la memoria gustativa aversiva.

Por otra parte, la Cla de ratones ha sido principalmente asociada con conductas
apetitivas (Peng et al., 2015; Wang et al., 2018). Se sabe que, en ratones, la estimulacién
optogenética de la Cla es recompensante ya que produce preferencia de lugar (Peng et
al., 2015). Asimismo, se ha vinculado con la toma de decisiones riesgosas y con adiccion,
tanto en ratas (Ishii et al., 2015, 2012; Mizoguchi et al., 2015) como en humanos
(Preuschoff et al., 2008). Su inactivacion disminuye la preferencia por la eleccion de una
opcion riesgosa en una tarea de apuesta (Ishii et al., 2015, 2012). Ademas, la Cla de
rata codifica la omisién del reforzador y codifica la probabilidad de entrega de una

recompensa (Jo and Jung, 2016). Por otra parte, se ha demostrado que la lesién de la
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Cla no afecta la adquisicion en una tarea de aprendizaje espacial ni la adquisicién del

CAS (Nerad et al., 1996).

A diferencia de la Cl, la participacién de la COF en la codificacion de variables de decisiéon
ha sido estudiada con mayor ahinco, aunque no necesariamente se ha llegado a un
consenso en cuanto a su papel. Principalmente, la COF se ha involucrado con el
procesamiento de la recompensa: su omision (Feierstein et al., 2006; Jo and Jung, 2016),
expectativa de su entrega (Tremblay and Schultz, 1999), la probabilidad de entrega (Jo
and Jung, 2016), el valor subjetivo (Conen and Padoa-Schioppa, 2015), direccionalidad
de un movimiento y eleccién (Feierstein et al., 2006; Hirokawa et al., 2017; MacDonald
et al., 2009; Nogueira et al., 2017; Ramirez-Lugo et al., 2016). Ademas, utilizando
registros simultaneos en la Cl y la COF, se ha encontrado que las neuronas de estas
estructuras disparan de manera oscilatoria y en fase con el lengleteo en una tarea
conductual guiada por estimulos discriminativos gustativos, sugiriendo que grandes
porciones del sistema gustativo pueden sincronizar sus potenciales de accion usando la
conducta ritmica de lengueteo como un “reloj interno” para transferir informacion
gustativa entre distintas regiones cerebrales (Gutierrez et al., 2010; Gutierrez and Simon,

2011).
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La intensidad del sabor dulce es un atributo sensorial que los animales pueden usar para
predecir la cantidad de energia inmediata presente en los alimentos (Avena et al., 2008;
Spector and Smith, 1984; Veldhuizen et al., 2017). La representacion neural de la
intensidad/concentraciéon del sabor dulce se ha caracterizado por incrementos
monotonicos en la tasa de disparo a lo largo del sistema gustativo: desde la periferia
hasta la corteza gustativa primaria (Barretto et al., 2015; Rolls et al., 1990; Roussin et al.,
2012; Scott et al., 1991; Thorpe et al., 1983; Villavicencio et al., 2018; Wu et al., 2015).
Usualmente, estos experimentos se han llevado a cabo en animales que reciben de
manera pasiva el estimulo sapido (Katz et al., 2002), o en animales cuya unica decision
es si consumir o no la solucion (Stapleton et al., 2006; Villavicencio et al., 2018). Sin
embargo, la intensidad percibida de un estimulo sapido solo puede medirse a traves del
reporte conductual que un sujeto emite de forma activa, lo cual involucra de forma
necesaria un proceso de toma de decisién. Debido a la escasez de este tipo de tareas
en roedores, los correlatos neuronales del percepto de la intensidad del sabor dulce en
las cortezas gustativas primaria y secundaria se desconocen. Por otra parte, existe un
gran numero de reportes que atribuyen una participacién importante de la COF en la
codificacion de variables de decisién, como lo puede ser la eleccion y la deteccion de
una recompensa (Feierstein et al., 2006; Rolls, 2004; Schuck et al., 2018); mientras que
la participacion de Cl en la codificacion de este tipo de variables ha sido someramente
abordada. La implementacion de una tarea que nos permita obtener el reporte subjetivo
de qué tan dulce le parecio al sujeto una solucién mientras se registra la actividad unitaria

seria provechoso para esclarecer estas incognitas.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general:

Estudiar el correlato neuronal de la representacion de la intensidad/concentracién de la
sacarosa en la Clp, Cla y COF de la rata; asi como determinar su participacion en la

codificacion de variables de decision.

6.2. Objetivos particulares:

Estandarizacion de una tarea de discriminacion y de generalizacion de

intensidades de sacarosa.

e Registrar la actividad unitaria en la Clp, Cla o COF mientras los animales
ejecutan una tarea de discriminacion o generalizacion.

e Determinar los perfiles de modulacion en las tres cortezas y su participacion en
la codificacion de la intensidad de la sacarosa.

e Evaluar la participacion de las tres cortezas en la codificacion de variables de

decision como la eleccion, la direccionalidad y la deteccion de la omision del

reforzador.
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7. HIPOTESIS:

7.1. Hipoétesis general:

La intensidad de la sacarosa y las variables de decision que guian la conducta del
sujeto en una tarea de discriminacion de intensidad y su respectiva tarea de
generalizacion, seran representadas de forma distribuida en las tres regiones corticales

registradas Clp, Cla y COF.

8. METODO

8.1. Sujetos

Se usaron 28 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, con un peso aproximado de 300-
320 g al inicio del experimento. Los sujetos fueron alojados individualmente en una caja
hogar y almacenados en un cuarto con temperatura controlada (22 + 1 °C) y con un ciclo
de luz-oscuridad 12:12-h (encendido de luces a las 0700 h y apagado a las 1900 h).
Todos los experimentos fueron aprobados por el comité institucional del CINVESTAV
para el cuidado y uso de animales (CICUAL 0034-13). Con la finalidad de mantener a los
sujetos motivados durante los procedimientos conductuales (ver seccion 8.3.1 y 8.3.2),
se les privé de agua durante 23 horas. El acceso a alimento (PicoLab® Rodent Diet 20,
St. Louis, MO, USA) fue ad libitum a lo largo de todos los procedimientos conductuales.

Todos los experimentos se llevaron a cabo en el periodo de luz, entre 1400 y 1900 horas.
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8.2. Materiales

8.2.1. Soluciones

Los estimulos gustativos fueron sacarosa grado reactivo (Sigma-Aldrich, Ciudad de
México, México) disuelta en agua destilada para obtener las siguientes concentraciones:
3, 4.75, 7.5, 11.75 y 18 m/v%. Las soluciones fueron preparadas cada tercer dia,

mantenidas en refrigeracion y utilizadas a temperatura ambiente.

8.2.2. Equipo conductual

Se usaron cuatro cajas de condicionamiento operante (Med Associates Inc, VT, USA) de
dimensiones internas 30.5 x 24.1 x 21.0 cm. El panel frontal se encontraba equipado con
tres puertos (uno central y dos laterales) equipados con sensores de fotoceldas (Med
Associates Inc, VT, USA) para el registro de los lengueteos. Cada puerto contaba con
uno (para puertos laterales) o un haz de seis agujas de jeringa achatadas (calibre 20G)
las cuales se encontraban insertas y pegadas a un sipper de acero inoxidable. Cada
aguja fue conectada a una valvula solenoide (Parker, Ohio, USA) a través de una
manguera de silicon. El volumen de la gota se calibré antes de iniciar la sesion y se
mantuvo usando un sistema de presion de aire constante que estaba conectado de
manera individual (Pérez et al 2013) (ver Figura 4). En el panel posterior se encontraba
un amplificador de ruido blanco conectado a una bocina, la cual se mantenia encendida
a lo largo de la sesion. Las cajas operantes se encontraban dentro de un cubiculo

atenuador de sonido que contaba con un sistema de ventilacién. Los eventos
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experimentales fueron controlados y registrados por una computadora a través de una

interfaz de la marca Med Associates Inc, VT, USA.

8.3. Procedimiento

8.3.1. Tarea de discriminacion de intensidades de sacarosa

Los sujetos fueron entrenados en una tarea de discriminacion, en la cual se les ensefio
a emitir una respuesta diferencial (derecha o izquierda) dependiendo del estimulo
gustativo que hubiese recibido: una concentracion baja (3 m/v%) o alta (18 m/v%) de
sacarosa. La tarea estaba compuesta por cuatro épocas o periodos: Regreso, Estimulo,
Respuesta y Consecuencia. El esquema de un ensayo se muestra en la Figura 5A. Un
ensayo iniciaba cuando el sujeto se desplazaba de cualquiera de los puertos laterales
hacia el puerto central; este periodo fue denominado Regreso. Una vez en el puerto
central, los sujetos debian emitir un numero variable de lengueteos en seco (entre dos o
tres) para recibir una gota de 10 yL de sacarosa al 3 o0 al 18%. A esta pista gustativa le
denominaremos Estimulo-D. Los sujetos podrian emitir lengleteos adicionales en seco
después de la entrega del Estimulo-D. Dichos lengleteos adicionales suelen ser una
medida de palatabilidad de las respuestas oromotoras producidas por la entrega de la
sacarosa (Perez et al., 2013). El intervalo de tiempo transcurrido entre la entrega del
Estimulo-D al ultimo lengueteo en el puerto central fue denominado periodo de Estimulo.
Subsecuentemente, los sujetos debian desplazarse del puerto central al puerto lateral
asociado con sacarosa Baja o Alta (periodo de Respuesta) y emitir un lengueteo en seco.
Si la respuesta era correcta, los siguientes tres lengleteos eran recompensados con tres

gotas de agua, mientras las respuestas incorrectas tenian como consecuencia el

20



apagado de las luces y los lengueteos emitidos eran secos. El periodo de Consecuencia
comprendia los lengleteos dados en el puerto lateral. El criterio de aprendizaje fue
establecido como el =2 80% de respuestas correctas durante cuatro sesiones

consecutivas.

8.3.2. Sesiones de generalizaciéon

Una vez alcanzado el criterio de aprendizaje se introdujeron las sesiones de
generalizacion. Estas sesiones estaban compuestas de 80% de ensayos de
discriminacion y 20% de ensayos de generalizacién. En dichos ensayos se entrega una
gotade 0, 3,4.75, 7.5, 11.75 0 18% sacarosa y el sujeto debia reportar si la concentracion
era percibida como “Baja” o “Alta”. Independientemente del puerto lateral al que
respondiera, el sujeto no recibia recompensa. Por lo demas, los ensayos de
generalizacion eran idénticos a los de discriminacién: estaban compuestos por los
mismos periodos (Fig. 5C). Ambos tipos de sesiones fueron intercaladas de manera que
a una sesion de generalizacion le precediera al menos una sesion de discriminacion

donde el sujeto tuviera = 80% respuestas correctas.

Dada la ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre grupos registrados
en las tres diferentes regiones cerebrales, los datos conductuales fueron concatenados
y tratados como provenientes de un mismo grupo. Para las sesiones de discriminacion,
se obtuvo el porcentaje de respuestas correctas. Para determinar si la ejecucion se veia

afectada por la implantacién del electrodo, el promedio de las cinco sesiones antes y
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después de la cirugia fueron comparadas usando una prueba t de Student pareada. Para
las sesiones de generalizacién, se obtuvo el porcentaje de respuestas al puerto asociado
con la concentracion alta de sacarosa y uno funcién sigmoide fue ajustada a estos datos.
De manera similar, el efecto de la cirugia (ver seccidén 8.4) sobre la sensibilidad para
identificar las diferentes concentraciones de sacarosa fue evaluado comparando la
ejecucion promedio de estas sesiones antes y después de la cirugia mediante una t de
Student pareada. Los tiempos de lengleteo para cada una de las concentraciones
durante las sesiones de generalizacion fueron concatenadas y comparadas mediante un
ANOVA de una via y un post hoc Dunnett confirmo las diferencias en comparacion con
la concentracion Baja 3%. Asimismo, los tiempos transcurridos durante los
desplazamientos a la izquierda o derecha en los periodos de Regreso y Respuesta, asi
como el tiempo de lengueteo en el puerto lateral durante los ensayos recompensados y
los no recompensados fueron concatenados y comparados usando una t de Student no

pareada.

Sesiones de discriminacién Sesiones de generalizacién

Sistema
regulador de
presién de aire

Sistema
regulador de

presion de aire

| Columna

Caja de condicionamiente operante

Valvula
solencide

manguera

sipper

Figura 4. Configuracion del sistema para entrega de soluciones. Las soluciones se entregan a través
de un sipper o tubo de acero inoxidable el cual esta conectado a una manguera de silicon; dicha manguera
conecta el sipper con una valvula solenoide y esta ultima con una columna donde se encuentra la solucion.
El volumen dispensado es controlado por un sistema de regulacién de la presion del aire que va conectado
a las columnas y por el tiempo de apertura de las valvulas solenoides.
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8.4. Cirugia

Una vez que los animales alcanzaron el criterio de aprendizaje y al menos tres sesiones
de generalizacion fueron introducidas, se procedié a implantar un microarreglo de 16
electrodos de tungsteno (35 um de didmetro) dispuestos en 4x4 (1 mm?). El arreglo fue
implantado en la Corteza Insular posterior (Clp, n=11), Insular anterior (Cla, n=8) y la
Orbitofrontal (COF, n=9). Los sujetos fueron anestesiados con ketamina (70 mg/kg, i.p.)
y xilacina (20 mg/kg, i.p.); posteriormente, fueron colocados en un aparato estereotaxico
donde se les realizé una linea medial sagital con bisturi con la finalidad de exponer el
craneo y permitir la colocaciéon de dos tornillos de soporte. Un tercer tornillo soldado a un
cable de plata que fungia como tierra fue colocado a la altura del cerebelo (Gutierrez et
al., 2010). Se realiz6 una craneotomia en el hemisferio izquierdo para implantar el arreglo
de electrodos en uno de los siguientes sitios: Clp (AP: +1.0 a +1.4 mm, ML: +5.2 mm a
partir de bregma, DV: -4.4 a -4.7 mm ventral a duramadre), Cla (AP: +1.6 a +2.3 mm,
ML: +5.2 mm desde bregma, DV: -4.6 a -4.7 mm ventral a duramadre) o COF (AP: +3.5
mm, ML: +3.2 mm desde bregma; DV: -4.4 mm ventral a duramadre). Finalmente, se
elaboré un casco con acrilico dental que se encontraba anclado a los tornillos de soporte.
Los sujetos recibieron enrofloxacina (0.4ml/kg, i.p) y ketoprofeno (45mg/kg, i.p) durante
los primeros tres dias posteriores a la cirugia y se esperd una semana antes de iniciar

los registros para que estuvieran recuperados.
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8.5. Histologia

Al completar los experimentos, los sujetos fueron anestesiados con una sobredosis de
pentobarbital sédico (150 mg/kg, i.p) y fueron perfundidos transcardiacamente con PBS
(1x) seguido de paraformaldehido al 4%. Los cerebros fueron removidos, almacenados
durante un dia en paraformaldehido al 4% y posteriormente en una solucién de
sacarosa/PBS 30 v/v%. Los cerebros fueron seccionados coronalmente en cortes de 40
Mm; estos cortes fueron tefidos con violeta de cresilo para permitir la visualizacion del

trayecto de los electrodos.

8.6. Electrofisiologia

La actividad neuronal fue registrada usando un sistema procesador de adquisicion de
multicanales (Plexon, Dallas, TX) en interfaz con una caja de condicionamiento operante
que también permitié el registro de eventos conductuales de manera simultanea. Las
sefales de voltaje extracelular fueron amplificadas (x1) y estabilizadas por un headstage
analogo (Plexon HST/16025-GEN2- 18P-2GP-G1), posteriormente amplificado (x1000)
y muestreado a 40 kHz. Se aplico un filtro pasa banda de 154 Hz a 8.8 kHz a las senales
crudas y fueron digitalizadas con una resolucion de 12 bits. Sélo neuronas unitarias con
potenciales de accién con una razén sefial-ruido = 3:1 fueron analizadas (Gutierrez et
al., 2010). Los potenciales de accidn fueron detectados y separados en linea usando una
ventana umbral tiempo-voltaje y un algoritmo de plantillas de tres componentes
principales. Un grupo o cluster de ondas eran asignadas a la unidad (neurona) si cumplia

con dos criterios: 1) Los intervalos entre espigas eran mayores que el periodo refractario
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de 1 ms, y 2) formaba una nube de puntos elipsoide compuesta de proyecciones 3-D de
los tres principales componentes. Las espigas fueron agrupadas usando el software
Offline Sorter (Plexon, Dallas, TX) (Gutierrez et al., 2010). Sdélo las espigas que pasaron

estos filtros fueron analizadas.

9. Analisis de datos

El analisis de datos fue elaborado usando Matlab (The MathWorks Inc., Natick, MA) y
Graphpad Prism (La Jolla, CA, USA). A menos que se indique lo contrario, se utilizo la
media, el error estandar y un nivel a de 0.05. Los valores de algunos estadisticos vienen
escritos en la seccién de Resultados (seccién 10); sin embargo, para mayor fluidez en la

lectura del texto, la mayoria vienen descritos en la tabla de estadisticos (seccion 14).

9.1. Perfiles de modulacioén

9.1.1. Respuestas evocadas por el Estimulo-D

En el periodo de Estimulo fueron identificadas cinco tipos de respuestas evocadas por la
pista: Fasica, Toénica-Creciente, Toénica-Decreciente, Coherente con el lengueteo
Creciente o Decreciente (Fig. 8). Asimismo, se determind el inicio y el fin de cada una de
estas modulaciones significativas. Las proporciones de respuestas evocadas por la pista
entre regiones fueron comparadas usando una prueba chi-cuadrada. Sélo los ensayos
correctos fueron analizados. Cada respuesta evocada por la pista cumplié con un criterio

que se explicara a continuacion:
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9.1.2. Respuestas fasicas

Se determind como linea base la tasa de disparo de todos los ensayos durante los 0.3 s
previos a la entrega del estimulo. Esta linea base se us6 para detectar los siguientes
tipos de respuestas evocadas por el estimulo. La linea base fue comparada contra la
tasa de disparo de todos los ensayos a lo largo de los 0.6 s subsecuentes a la entrega
del estimulo usando una prueba de rangos de Wilcoxon. Posteriormente, se usé una
prueba de sumas acumuladas para identificar el inicio de las modulaciones (Gutierrez et
al., 2006). Este analisis identifica el inicio y el fin de las modulaciones al detectar en cual
bin de tiempo la tasa de disparo disminuyd o incrementé de manera significativa en
comparaciéon con la linea base. La respuesta neuronal era considerada fasica si una
modulacién excitatoria que inicié en los primeros 0.1 s después de la entrega del
Estimulo-D y la duracion de esta modulacion era mayor o igual a 0.02 s y menor o igual

al0.2s.

9.1.3. Respuestas ténicas decrecientes o crecientes

Se utilizé un analisis de “mejor ventana”, el cual consistia en calcular la tasa de disparo
de ventanas de diferentes tamarios (de 0.05 a 0.6 s en pasos de 0.05 s) y centradas en
diferentes tiempos (de 0.05 a 0.5 s, en pasos de 0.05 s) que abarcaban soélo el intervalo
de 0 a 0.6 s después de la entrega del Estimulo-D. Por lo tanto, cada ventana se estimaba
como centro * (tamafio/2). La tasa de disparo en cada ventana fue comparada contra la
linea base usando una prueba de suma de rangos de Wilcoxon. Entre todas las ventanas

estadisticamente significativas se elegia aquella con la mayor diferencia en la tasa de
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disparo con respecto a la linea base. Una modulacion se consideraba ténica si la
modulacién era mayor o igual a 0.2s. Las modulaciones positivas se denominaban

Crecientes, mientras las negativas como Decrecientes.

9.1.4. Respuestas coherentes con el lengueteo decrecientes o crecientes

La actividad oscilatoria entre espigas y el lengueteo ritmico (en un ancho de banda de 4
a 12 Hz) fue identificado usando un analisis espectral multi-taper (Jarvis and Mitra, 2001),
segmentando en pedazos (chunks) el Histograma de Tiempo Periestimulo (PSTH, por
sus siglas en inglés) alineado al primer lenguieteo en el puerto central (ver Gutierrez et
al., 2010 para mas detalles). Los intervalos de confianza y el umbral de significancia se
determinaron usando un método de Jackknife (Jarvis and Mitra, 2001). Una neurona se
clasifico como Coherente con el lengueteo sélo si el intervalo de confianza inferior se
encontraba por encima del umbral de significancia. Se utilizdé el analisis de “mejor
ventana” para el inicio y el fin de la respuesta evocada por el Estimulo-D. Si la tasa de
disparo de la mejor ventana era mayor que la linea base se consideraba una respuesta

coherente con lengueteo Creciente, en caso contrario se denominaba Decreciente.

Asimismo, se calculé el valor de coherencia entre los lenglueteos y las espigas de estas
neuronas en cada una de las cortezas registradas. Las diferencias entre estructuras se
corroboraron mediante un ANOVA de una via y un post hoc de Bonferroni confirmé
cuales estructuras eran significativamente diferentes. Finalmente, con la finalidad de

determinar la importancia de la coherencia en la deteccion de estimulos gustativos, se

27



calculd la coherencia durante tres periodos de la tarea: pre-Estimulo, Estimulo y
Consecuencia. Para calcular la coherencia de los dos primeros periodos solo se
incluyeron los lenguieteos que ocurrieron antes y después de la entrega de la sacarosa,
respectivamente; para el ultimo periodo, se incluyeron los lengleteos laterales
reforzados. Los valores de coherencia entre periodos se compararon usando un ANOVA
de una via y un post hoc de Bonferroni confirmé entre cuales periodos se encontraban

las diferencias.

9.1.5. Respuestas No moduladas y Coherentes no evocadas

Las respuestas neuronales que no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre la linea base y el periodo de Estimulo se les designé como No moduladas. Las
neuronas coherentes con el lengueteo que no tuvieron una modulacion significativa se
les denominé Coherentes no evocadas. En conjunto ambos grupos conformaron el grupo

de neuronas No evocadas.

9.1.6. Neuronas selectivas a la intensidad

En el intervalo de tiempo de modulacion significativa (“mejor ventana”) se calculo la tasa
de disparo para los ensayos en los que se entrego sacarosa al 3% y 18%. Dichas tasas
de disparo fueron comparadas usando una prueba de rangos de Wilcoxon. Las neuronas
para las cuales se encontr6 algun intervalo con diferencias significativas se denominaron

“Selectivas”, mientras las restantes fueron denominadas “No-selectivas”. Se usd una
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prueba chi-cuadrada para determinar si hubo diferencias en la proporcién de neuronas

Selectivas en comparacion con las No-selectivas intra y entre estructuras.

Finalmente, se determiné el impacto que las diferencias en el lengleteo pudieran tener
sobre la respuesta neuronal diferencial de estas neuronas en esta “mejor ventana.” De
tal forma, se identificd a las neuronas selectivas a la intensidad en cuya ventana de
modulacién significativa hubiese diferencias en la tasa de lenglieteo y qué proporcion de
la “mejor ventana” cubrian dichas diferencias. Para esto primero se us6 un analisis de
Caracteristica Operativa del Receptor (ROC, por sus siglas en inglés), el cual determiné
qué tan diferentes fueron las distribuciones de las tasas de lengiieteo de los ensayos de
“Baja”’ y “Alta” usando los primeros 0.6 s del periodo de Estimulo en bins de 0.1 s. El area
bajo la curva ROC (ROCakc) y sus intervalos de confianza fueron calculados para cada
uno de los bins. Si el intervalo de confianza inferior de un bin especifico se encontraba
por encima de 0.5, entonces se le consideré6 como significativo. Sélo las neuronas
selectivas con tasas de lengleteo significativamente diferentes dentro de la “mejor
ventana” fueron consideradas para calcular la proporcién de la “mejor ventana” con

diferencias en las tasas de lengueteo.

9.1.7. Decodificador poblacional de la intensidad de la sacarosa

Para determinar si las neuronas selectivas a la intensidad contenian mas informacion
acerca de la intensidad de la sacarosa en comparacion con las No-selectivas, se utilizd

un decodificador de la poblacion neuronal (Matlab toolbox versiéon 1.0 de The Neural
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Decoding Toolbox, www.readout.info) (Meyers, 2013). Primero se comput6 un vector que

contenia la etiqueta de la concentracién de sacarosa dada (Baja o Alta) en cada ensayo
y una matriz m x n que contenia el numero de espigas que ocurrieron en cada ensayo
(m) durante cada bin de tiempo de 20 ms (n). Esta matriz abarcaba las espigas ocurridas
desde la entrega del Estimulo-D a los subsecuentes 0.6 s. Posteriormente, la matriz de
la tasa de disparo fue normalizado a puntaje Z, y el conjunto de datos se dividieron un
numero de veces k. Subsecuentemente, k-1 conjuntos de datos se usaron para entrenar
al clasificador. Se promedié la tasa de disparo de los ensayos “Baja” o “Alta”, generando
un vector plantilla para “Baja” y otro para “Alta”, donde cada fila representaba la tasa de
disparo en un bin de tiempo. El conjunto de datos restante se utilizd6 para probar el
clasificador. El clasificador arrojaba como resultado un vector donde cada fila
representaba el porcentaje de veces que predijo acertadamente (porcentaje de
decodificacion correcta) si el estimulo entregado fue sacarosa “Baja” o “Alta” durante
cada bin de tiempo. Para mejorar el desempefio del clasificador este procedimiento se
repitidé k veces usando un conjunto de datos diferente cada vez, de manera que todos los
k conjuntos se utilizaron como conjunto de prueba. El promedio de los resultados de
estas k pruebas fue reportado como el porcentaje de decodificacion correcta. Este
desempeno se calculd para las poblaciones No-evocadas, “Todas”, No-selectivas,
Selectivas. Se usd6 un ANOVA de una via para determinar si hubo diferencias
significativas, y un post hoc de Bonferroni confirmé diferencias especificas entre las
poblaciones. Asimismo, para determinar si el tiempo de ocurrencia de las espigas
contenia informacion acerca de la intensidad de sacarosa recibida, se mantuvo la tasa

de disparo original de cada ensayo, pero se barajearon los tiempos en que cada espiga
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ocurrio. Una t de Student pareada se empled para determinar si ocurria un cambio

significativo tras cambiar los tiempos de ocurrencia de las espigas.

Por otra parte, es importante considerar que el barajeo de los tiempos de las espigas
puede alterar la covariacion entre la actividad de pares de neuronas registradas
simultdneamente; dicha covariacién se le denomina correlacién de ruido (rsc), y se ha
reportado que puede afectar la codificacién de informacion. Por lo tanto, se determiné el
impacto que puede tener el remover la correlacion de ruido sobre la exactitud de
decodificacion de la intensidad de sacarosa. Para eso se identificaron los pares de
neuronas registradas de manera simultanea obtenidas de diferentes canales (Cohen and
Kohn, 2011) y se normaliz6 la tasa de disparo de cada neurona (A o B) de acuerdo con

el tipo de ensayo (Baja o Alta), conforme con la siguiente ecuacion:

TRken'( TRen)

Oen

donde TR es la tasa de disparo, k indica el numero de ensayo, e se refiere al estimulo
evaluado (“Baja” o “Alta”), y n es la neurona evaluada (Neurona A o Neurona B). La tasa
de disparo normalizada para los ensayos de “Baja” y “Alta” son concatenados, generando
un solo vector; lo mismo se hizo para la Neurona B. A partir de estos vectores se obtiene
rsc; Si rsc fue significativo (Fig. 13A, panel superior), entonces se realizé una prueba de
permutacion en la cual la posicion de los ensayos de la Neurona A y B se barajearon de
manera independiente con la finalidad de eliminar la correlacién de ruido (Fig. 13A, panel

inferior). El procedimiento fue repetido 10, 000 veces. Un valor de p corregido se obtuvo
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usando la siguiente formula: p = (k+1) / (n+1), donde k es el numero de veces en el que
la p obtenida de los ensayos barajeados fue menor que la obtenida de los ensayos no
barajeados, y n es el numero de repeticiones del procedimiento. Si el valor de p corregido
también fue significativo, entonces a ese par de neuronas se le considero
significativamente correlacionadas. Esto se realizé para diferentes ventanas de tiempo
desde 0.1 hasta 0.6 s después de la entrega del Estimulo-D, en pasos de 0.1 s. Dado
que los valores de correlacion de ruido fueron similares para las diferentes ventanas de
tiempo (Figura 13B), decidimos utilizar la ventana de 0.6 s para el siguiente analisis ya
que ofrecia tasas de disparo entre ensayos mas estables. Subsecuentemente, se
barajearon las posiciones de los ensayos de aquellas neuronas que hubiesen estado
correlacionadas con al menos una neurona; estas matrices con ensayos barajeados
(mas las matrices de los ensayos no barajeados de las neuronas no correlacionadas de
las poblaciones No-evocada, Todas, No-selectiva, y Selectivas) fueron proporcionadas
al clasificador. La diferencia en la exactitud de decodificacion del clasificador antes y
después de eliminar la correlacién de ruido entre pares de neuronas fue evaluada

mediante una t de Student no pareada.

Con la finalidad de explorar la contribucién de cada poblacion de neuronas moduladas,
se llevd a cabo un analisis de inclusidn y otro de exclusion, en los cuales se incluia o se
excluia s6lo un grupo neuronal a la vez (Villavicencio et al., 2018). Para estos analisis,
dos poblaciones mas fueron afiadidas: Todas-ténicas (Tonicas-Decrecientes + Tonicas-
Crecientes) y Todas-coherentes (Coherentes-Decrecientes + Coherentes-Crecientes). El

porcentaje de decodificacion correcta para las neuronas No-evocadas, “Todas”, Fasicas,
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Tonicas-Decrecientes, Toénicas-Crecientes, Coherentes-Decrecientes, Coherentes-
Crecientes, Todas-Tdnicas y Todas-Coherentes fueron computadas para el analisis de
inclusion. Se utiliz6 un ANOVA de una via para detectar diferencias entre los grupos y
un post hoc de Dunnett para comparar cada grupo neuronal (exceptuando al Fasico) con
el grupo de neuronas No-evocadas. Los primeros 0.2 s del desempefio del clasificador
usando la informacion de las neuronas Fasicas se compararon contra las neuronas “No-
evocadas”. Por otra parte, para el analisis de exclusion no se incluyo al grupo de “No-
evocadas”, y el porcentaje de exactitud obtenido por “Toda” la poblacién fue usado como
grupo control en el post hoc de Dunnett. Asimismo, la poblacién “Fasica” fue comparada

con la poblacion “Todas” mediante una prueba t de Student no pareada.

9.2. Perfil de codificacion

9.2.1. Neuronas sensoriales

En la poblacién de neuronas selectivas a la intensidad registradas durante las sesiones
de generalizacion, se busco la “Mejor ventana” donde hubiera una respuesta monoténica
creciente o decreciente durante los primeros 0.6 s después de la entrega del Estimulo-
G. Para esto, se calcularon las tasas de disparo para cada una de las concentraciones
(0, 3, 4.75, 7.5, 11.75 y 18%) usando diferentes centros y tamafios de ventana. Para
cada ventana se obtuvo el coeficiente de correlacion de Pearson a partir de las tasas de
disparo por concentracién y las concentraciones entregadas. Se identifico la ventana con
la correlacion significativa mas alta y a esta se le realizdé una prueba de permutacion en
la cual las etiquetas de las intensidades fueron barajeadas y se volvi6 a calcular el valor

de p-permutado. Este procedimiento se repitié 10,000 veces. Un valor de p corregido se
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obtuvo a partir de: p = (k+1) / (n+1), donde k es el numero de veces que el valor del p-
permutado fue menor que el valor del p original, y n es el numero de veces que se repitio
el procedimiento. El coeficiente de correlacion fue obtenido para cada neurona que
resulté tener una ventana significativa y fue promediado para cada poblacién: con
actividad creciente o decreciente en funcion de la concentracion. La actividad de cada
poblacién fue normalizada a la respuesta neuronal obtenida tras la entrega de sacarosa

al 3%.

9.2.2. Neuronas de decision

Se identificaron “mejores ventanas de decision” donde la tasa de disparo clasificara los
ensayos como Sacarosa “Baja” o “Alta” con la mayor exactitud, siguiendo la respuesta
conductual emitida por el sujeto. Una aproximacién similar ha sido utilizada para explorar
el sistema somatosensorial en primates no humanos (de Lafuente and Romo, 2005). El
analisis se restringidé a neuronas registradas durante las sesiones de generalizacion
durante dos intervalos: (1) De 0 a 0.6 s a partir de la entrega del Estimulo, y (2) de 0.4 s
antes a 0.8 s después del ultimo lengueteo en el puerto central, abarcando parte de los
periodos de Estimulo y Respuesta. Estos intervalos fueron seleccionados para explorar
si las neuronas codificaban la decision del sujeto antes de abandonar el puerto central
(periodo de Estimulo) y/o durante el periodo de Respuesta. Primero se obtuvieron
matrices de tasas de disparos usando un tamano de ventana fijo de 0.2 s y centros de
ventana que incrementaran en pasos de 0.1 s. Dichas matrices (m x n) se obtuvieron
para los ensayos de “Baja” (0, 3, 4.75%) y “Alta” (7.5, 11.75, 18%), donde m representa

a cada ensayo y n cada bin (0.2 s) de tiempo para el intervalo de ventana. Un analisis de
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ROC fue usado para obtener el indice de ROC (area bajo la curva ROC, ROCanc) y sus
intervalos de confianza, de acuerdo con los métodos descritos por de Lafuente and Romo
(200%5). Una neurona discriminaba significativamente entre ensayos “Baja” y “Alta” si el
intervalo de confianza inferior de al menos 5 bins consecutivos eran mayores a 0.5; si
dicho criterio era cumplido, entonces se procedia a obtener la “mejor ventana” donde una
tasa de disparo dada clasificara un ensayo como perteneciente a la categoria “Baja” o
“Alta” con la mayor exactitud. Para alcanzar este objetivo, la matriz de la tasa de disparo
de las diferentes ventanas se comparaba contra diferentes tasas de disparo que
abarcaran desde la minima hasta la maxima actividad encontrada en la matriz. Aquellas
neuronas con mayor actividad durante los ensayos de “Alta” fueron denominadas
“‘Preferentes-Alta”; los ensayos “Alta” en los cuales la tasa de disparo era mayor que la
tasa de disparo criterio fueron considerados “Aciertos Alta”, mientras que los ensayos
“Baja” con tasa de disparo menor al criterio se les considerd “Aciertos Baja”. En el caso
de las neuronas “Preferentes-Baja”, los aciertos “Baja” y “Alta” fueron considerados como
ensayos en los cuales la tasa de disparo se encontraba por arriba o por debajo del
criterio, respectivamente. Ambos tipos de aciertos eran sumados y divididos entre el

numero total de ensayos y convertidos a porcentaje de respuestas correctas:

Aciertos Baja+Aciertos Alta

x 100

% Respuestas correctas de la neurona = -
Numero de ensayos

Si la ejecucién neurométrica era mayor o igual al 70% de respuestas correctas, entonces
se le consideraba una neurona de Eleccion. Este criterio fue seleccionado dado a que
corresponde a la ejecucién conductual lograda por los sujetos durante las sesiones de
generalizacion (Fig. 16A). El porcentaje de respuestas correctas de todas las neuronas
fue promediado y a estos datos se les ajusté una funcién sigmoidal para obtener la curva
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neurométrica. Finalmente, la media y el intervalo de confianza de las pendientes de las
curvas psicométricas y neurométricas fueron obtenidas. Se considerd que la similitud de
las curvas psicométrica y neurométrica era significativa si los intervalos de confianza de

sus pendientes se sobrelapaban.

9.2.3. Neuronas selectivas a la direccion

Durante las sesiones los sujetos debian dirigirse del puerto central al lateral (periodo de
Respuesta) y del lateral al central (periodo de Regreso) para emitir una respuesta e iniciar
un nuevo ensayo (Fig. 5A). Una neurona de Direccion tendria mayor actividad cuando el
sujeto se desplazase en una direccion (izquierda) durante ambos periodos de
movimiento, mientras que al moverse en la direccidn contraria la neurona estaria menos
activa o no activa en comparacion con una linea base. Un analisis ROC (Green and
Swets, 1966) fue usado para detectar respuestas diferenciales durante los ensayos en
que el sujeto fue a la izquierda y derecha, de 0 a 0.7 s al inicio del periodo de Respuesta
y el de Regreso. Entonces, el area bajo la curva ROC (ROCanc) fue obtenida y escalada
calculando un indice de preferencia: Pindex= 2(ROC-0.5) (Feierstein et al., 2006), el cual
provee un valor entre -1 (Preferente-lzquierda) y 1 (Preferente-Derecha), donde 0 indica
ausencia de preferencia. Si la neurona tenia preferencia por algun lado, se llevaba a
cabo una prueba de permutacion donde las etiquetas izquierda/derecha fueron
barajeadas utilizando muestreo sin reemplazo. Este procedimiento se repitid 10,000
veces. Un valor de p corregida se obtuvo usando la siguiente formula: p = (k+1) / (n+1),
donde k es el numero de veces que el valor ROCabc permutado fue mayor que el valor

ROCabc original, y n es el numero de repeticiones. Si el valor de p era significativo, el
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mismo analisis era llevado a cabo en el periodo de Regreso. Todos los ensayos fueron
incluidos en este analisis, dado que para las neuronas de Direccion no importa si el
ensayo fue correcto o no, sino la direccidén del movimiento. La actividad poblacional fue
normalizada usando como linea base la actividad ocurrida 0.3 s antes de la salida del
puerto central y lateral para los periodos de Respuesta y Regreso, respectivamente. Una
prueba chi cuadrada se uso6 para determinar diferencias en la proporcion de neuronas

preferentes a la Direccion Derecha o Izquierda.

9.2.4. Neuronas que codifican la omisiéon de la recompensa

Las neuronas moduladas por la omisidén de la recompensa (agua) fueron identificadas
usando el mismo andlisis ROC descrito en la seccion de Neuronas selectivas a la
Direccion (seccion 9.2.3), con la excepcion de que el analisis fue restringido al periodo
de Consecuencia: de 0 a 0.6s a partir del segundo lengueteo en el puerto lateral. La tasa
de disparo de los ensayos recompensados (ensayos de discriminacién correctos) y no
recompensados (ensayos de discriminacion incorrectos y de generalizacién) fueron
obtenidos para calcular el ROCabc. La poblacion que mostré una tasa de disparo mayor
para los ensayos omitidos fue denominada “Activa” (Pindex positivo), mientras que aquella
con tasa de disparo menor en este tipo de ensayos fue designada “Inactiva” (Pindex
negativo). Ademas, la tasa de disparo para cada tipo de ensayo (recompensado/no
recompensado) fue calculado y graficado con la finalidad de permitir la visualizacion de
posibles diferencias oromotoras. La actividad poblacional fue normalizada a puntaje Z

usando la tasa de disparo durante el periodo pre-Estimulo (-0.3 a 0 s) como linea base.
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9.2.5. Codificaciéon poblacional de la omisién de la recompensa

La exactitud para predecir la presencia o ausencia de la recompensa fue evaluada al
proveer al clasificador neuronal (ver seccion 9.1.7) con las espigas y los lengleteos
ocurridos entre -0.2 a 0.6 s alrededor del segundo lengleteo lateral. Un analisis de ROC
fue utilizado para detectar intervalos donde, al usar la tasa de lenglieteo y de disparo, la
ejecucion del clasificador fuera significativamente diferente: el intervalo de confianza

inferior era mayor a 0.5 durante cinco bins (0.2 s) consecutivos.

9.2.6. Sobrelape entre los perfiles de codificacion poblacional

Dado que los perfiles de codificacién de las neuronas fueron identificados en diferentes
periodos de la tarea era posible que una neurona codificara mas de una variable. Por lo
tanto, se evalud la existencia de sobrelape significativo entre perfiles de codificacion
(Villavicencio et al., 2018). De tal forma, se elabor6 una matriz de contingencia que
contuviera el numero de neuronas que solo codificaran la variable A, solo laB, Ay B, no
Ay no B. Esto se realiz6 para todos los posibles pares de combinacion de variables. Una
prueba exacta de Fisher fue aplicada a las matrices para detectar sobrelapes
significativos. Para garantizar que los datos fueran obtenidos de una misma distribucion
en el anadlisis sbélo se incluyeron las neuronas registradas en las sesiones de

generalizacion.
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9.2.7. Sobrelape entre los perfiles de codificaciéon y los de modulaciéon

Asimismo, se buscé identificar si algun subconjunto del perfil de modulacién codificaba
de manera preferencial alguna variable. Se realiz6 el mismo analisis descrito en

Sobrelape entre los perfiles de codificacion poblacional (seccion 9.2.6).

10.RESULTADOS
10.1. Conducta

Veintiocho ratas fueron entrenadas en una tarea de discriminacion de intensidad de
sacarosa. La estructura de un ensayo se muestra en la Figura 5A. Los sujetos entrenados
iniciaban un ensayo al visitar el puerto central (periodo Regreso). La emision de dos a
tres lengueteos en seco en el puerto central provocaba la entrega de una gota de 10 pyL
de sacarosa al 3 (Baja) o 18 (Alta)% (designada como Estimulo-D; periodo Estimulo).
Posteriormente, el sujeto debia desplazarse a uno de los puertos laterales (periodo
Respuesta): el derecho si la sacarosa era “Baja” y el izquierdo si era “Alta”. Dicha
condicion fue contrabalanceada entre sujetos. El primer lengtieteo en el puerto lateral
era seco. Tras una respuesta correcta, los siguientes tres lengieteos eran reforzados
con una gota de 10 uL de agua cada uno; las respuestas incorrectas no fueron
reforzadas. Los lengleteos emitidos en el puerto lateral abarcaban el periodo de
Consecuencia. Los sujetos alcanzaron el criterio de aprendizaje (= 80 % respuestas
correctas) en aproximadamente 25 sesiones y, posteriormente, ingresaron a sesiones de
generalizacion (Fig. 5C). Dicha sesién consistié en un 80% de ensayos de discriminacion
y el restante de ensayos de generalizacidon, donde los sujetos clasificaban la sacarosa al

0, 3,4.75,7.5,11.75, 0 18% (Estimulo-G), como “Baja” o “Alta”. En este tipo de ensayos
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no se entregd reforzador (Omision de la recompensa) para evitar la imposiciéon de un
umbral arbitrario de Bajo/Alto que pudiera promover un sesgo en el reporte perceptual
del dulzor de la sacarosa. En los ensayos de generalizacidn el porcentaje de respuestas
a “Alta” incremento en funcién de la concentracién (Fig. 5B), lo cual demuestra que los
sujetos usan la intensidad de la sacarosa para resolver la tarea. La implantacion del
arreglo de electrodos no afectd la ejecucidén de la tarea de discriminacion (t pareada,
antes vs. después de la cirugia; ter) = 0.95, n.s.; Fig. 5B), ni los juicios perceptuales
basados en la intensidad de la sacarosa (i7) = 1.43, n.s; Fig. 5D). En conjunto estos
datos demuestran que las ratas, usando estimulacion sensorial con solamente una gota
de 10 pL, pueden tomar decisiones perceptuales con gran exactitud basandose en la

concentracion de sacarosa percibida.

40



Puerto central

Sacarosa |
Puerto lateral 1 I 1
Agua fl‘ |l “1." =
0.3s
egreso re-Estimulo stimulo espuesta onsecuencia
R Pre-Estimul Estimul Ri C i
(Bajo/Alto) (/D)
Puerto central Puerto lateral
é 666
A | I T O I 1 I B
Correcto
- } ,_ 066 ,.1 00(¢riterio de aprendizaje Registros
—_ T
© = g E i 80——1!!.5&' _see®e
g g g™
o 8o ~(_te 2+ 2t 5 o
@ £ = C) S 60 -~
v
5 £ 3 b3 > 0 VISR b
g a el | lengileteoseco & 40
v o Error I Estimulo-D g Ant
(7] Q L 2(Qf -m-Antes
o ; o
E -“U“ = \&,-! " C" " I Agua = -e-Después Eg
Y Q9 x 0 ' Gt
> =
g 5= C, ~( < >te >+ >t 5 10 15520.25 307 12345
c..& esiones
T W< 666
2 3 3 £3
Q Correcto
£ Estimulo-G
= stimulo- =
C o o Omision del reforzador D
S NERRREE RARRE 15
0 <
g3 /Cé" Saof *
B E’ Sacarosa 5—,:
E e C (%) 2 60
o
= & 0 =
= § 2 ) THI E. .
2 g é 4.75 o
T 3 ( s o s £ 2
: NECN B
© =] - ANtes
2 3 ' " C,- 18 & ¢ -o- Después cirugia
[J] 0 { /
o %‘ E’ 318 0 3 475 751175 18
= 2 -\QQ} Estimulo-D Estimulo-G
L= Sacarosa(%)
E ; F G H .
Estimulo Regreso Respuesta Consecuencia
0.8 % S 25 25
Ln’ *
o 0.7 2
a
£
06 1.5
'_
0.5 1
3 18 0 3 475 75 1175 18 /e%_ O%
Estimulo-D Estimulo-G /@'% s
Sacarosa(%) Direccién Direccién Recompensa

Figura 5. Reporte conductual de la intensidad de la sacarosa en una tarea de discriminacion. A.
Estructura de un ensayo de discriminacién. El sujeto inicia el ensayo al desplazarse al puerto central
(periodo de Regreso) y debe emitir de dos a tres lenglieteos en seco (periodo pre-Estimulo) para recibir el
Estimulo-D: una gota de 10 uL de sacarosa al 3% (Baja) o al 18% (Alta). Los lenglieteos emitidos desde
la entrega de la pista hasta la salida del puerto central comprenden el periodo de Estimulo.
Subsecuentemente, el sujeto se desplaza del puerto central al lateral (periodo de Respuesta) y emite un
lenglieteo en seco en este ultimo. Si la respuesta fue correcta, el sujeto recibira 3 gotas de agua. El tiempo
de lenglieteo en el puerto lateral comprende el periodo de Consecuencia. B. Ejecucién en la tarea de
discriminacion antes (cuadrados) y después (circulos) de la implantacion de los electrodos. C. Estructura
de un ensayo de generalizacién. Las acotaciones son las mismas que en A, con la excepcion de que se
entrega una pista denominada Estimulo-G (0, 3, 4.75, 7.5, 11.75 o 18%) y que ninguna respuesta es
reforzada. D. Porcentaje de respuestas al puerto asociado con la concentracion de sacarosa “Alta” (18%),
antes (cuadrados) y después (circulos) de la cirugia. E. Tiempo que tardan lo sujetos en detener el
lengleteo en el puerto central tras la entrega de los Estimulos-D y -G. F-G. Tiempos de desplazamiento
hacia los puertos durante los periodos de Regreso y de Respuesta, respectivamente. H. Latencia en
detener el lenglieteo tras la entrega u omision de la recompensa.
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Medidas conductuales de palatabilidad (Perez et al., 2013; Spector et al., 1998),
revelaron que la latencia para dejar de lengletear después de la entrega del Estimulo-D
“Alto” (18%) era mayor (0.74 + 0.02 s) que para el “Bajo” (3%) (0.58 £ 0.01 s; p<0.0001).
Resultados similares fueron obtenidos en las sesiones de generalizacion: los sujetos
mostraron mayores latencias para dejar de lenguetear cuando recibieron Estimulos-G =
4.75% en comparacion con el Estimulo-D “Bajo” (ANOVA de 1 via: Fz,1360) = 17.10; p <
0.0001; post hoc de Dunnett; Fig. 5E). Sin embargo, la latencia para dejar de lenguetear
cuando se entregaron las concentraciones de 7.5, 11.75 y 18% no fueron
estadisticamente diferentes entre si: el incremento en la latencia no aumentoé en funcion

de la concentracion (Fig. 5E).

En el periodo de Regreso (movimientos del puerto lateral al central), los movimientos
hacia la derecha fueron mas rapidos que los dados hacia la izquierda (t(se2) = 2.65, <0.01;
Fig. 5F). En cambio, no se detectaron diferencias significativas en movimientos hacia la
izquierda o derecha durante el periodo de Respuesta (ts92) = 0.49, n.s; Fig. 5G) y, por
tanto, estos movimientos fueron independientes de la concentracion de sacarosa. Por
otra parte, los sujetos se desplazaron significativamente mas rapido en el periodo de
Respuesta en comparacion con el de Regreso, quizas como resultado de una mayor
motivacion por ir a cobrar la recompensa. Finalmente, en el periodo de Consecuencia,
los sujetos detectaron rapidamente la omision de la recompensa (ensayos de
generalizacion y ensayos de discriminacién con respuestas incorrectas): lengletearon
durante mas tiempo cuando el agua era entregada que cuando era omitida (t(se2) = 10.66,
<0.0001; Fig. 5H).
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10.2. Electrofisiologia

Un total de 1348, 1169 y 1010 unidades fueron registradas, de las cuales 480, 403 y 337,
fueron registradas durante sesiones de generalizacion en la Clp, Cla y COF,
respectivamente (Fig. 6A). La ubicacién de los sitios de implantacién puede ser vista en

la Figura 6B.

Vena rinal

AP:+2.3 AP:+3.2to +3.5

Figura 6. Sitios de los registros extracelulares. A. Esquema de una vista sagital del cerebro sefalando
la ubicacién de la Corteza Orbitofrontal (azul), y de las porciones anterior (verde) y posterior (rosa) de la
Corteza Insular. Estas ultimas dos estarian separadas por la arteria cerebral media (ACM) y se
encontrarian dorsal con respecto a la vena rinal. B. Secciones coronales tefiidas con la técnica de Nissl
muestran el tracto del arreglo de 16 electrodos (4x4, 1 mm?2). La flecha sefiala donde llegaron las puntas
de los electrodos.

10.3. Perfiles de modulacion de los ensayos de discriminacion (Estimulo-D)

El patron de activacién temporal de las respuestas neuronales en la Clp, Cla, y COF fue
clasificado de acuerdo con la presencia de una respuesta evocada (Evocada o No-
evocada) y el perfil de modulacién (Fasica, Tonica o Coherente; ver Tabla 1). La mayoria
de las neuronas registradas tuvieron una respuesta evocada estadisticamente
significativa: 90.6% (1221/1348), 97.4% (1139/1169) y 92.8% (937/1010) para Clp, Cla

y COF, respectivamente. Mientras las neuronas No-evocadas conformaron un 9.4%
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(127/1348), 2.6% (30/1169) y 7.2% (73/1010), de la poblacion de la Clp, Cla y COF,
respectivamente. Las respuestas evocadas fueron posteriormente clasificadas de
acuerdo con cinco perfiles caracteristicos de modulaciéon: Fasico, Ténico-decreciente

(Dec), Tonico-creciente (Crec), Coherente-decreciente (Coh-dec) y Coherente-creciente

(Coh-Crec) (Tabla 1).

Tabla 1. Neuronas Evocadas y No-evocadas

\)é_\)@ Respuestas evocadas por el Estimulo-D No-evocadas
W
<<,"§' Fasica Tén-dec Tén-crec Coh-dec Coh-crec No-Mod Coh Non-evo
(nE‘II?EIS) 75 (5.6) 217 (16.1) 193 (14.3) 414(30.7) 322 (23.9) 53(3.9) 74(5.5)
Cla * * *
(n=1169) 67 (5.7) 202(17.3) 192(16.4) 317(27.2) 361(30.9) 7(0.6) 23(2)
(n=1010) 27 (2.7)# 386 (38.2)# 265 (26.2)# 169 (16.7)# 90 (8.9)# 62(6.1)# 11(1.1)

Numero de neuronas responsivas al Estimulo-D (%). Letras en negritas indican diferencias significativas en comparacién con Clp (¥) o Cla (#). Nivel de alfa 0.05.

La Figura 7 muestra las graficas tipo raster y su correspondiente PSTH (alineados a la

entrega del Estimulo-D) de ejemplos representativos de neuronas con Respuesta-

evocada.
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Figura 7. Ejemplos representativos de neuronas responsivas no selectivas de la Clp, Cla y COF.
Graficas tipo raster de neuronas que muestran respuestas fasicas, ténicas-decrecientes, ténicas-
crecientes, coherentes-decrecientes o coherentes-crecientes, de izquierda a derecha. Cada marca negra
representa un potencial de accién ocurrido alrededor de -0.3 hasta +0.6 s a partir de la entrega del
Estimulo-D. Los tiempos de lenglieteos emitidos antes del Estimulo-D estan indicados con sombreado
gris. El sombreado verde y rojo indican los lenglieteos emitidos tras la entrega de sacarosa “Baja” y “Alta”,
respectivamente. Debajo de cada gréfica tipo raster se muestra su PSTH: la tasa de disparo de esa
neurona durante los ensayos “Baja” (verde) y “Alta” (rojo).

De acuerdo con estudios previos (de Araujo et al.,, 2006; Gutierrez et al., 2010), se
encontré que la Clp (60.3%) y Cla (59.5%) tuvieron una mayor proporcién de respuestas
oscilatorias inducidas por el lengueteo (decrecientes o crecientes) en comparacion con

la COF (27.6%) (Tabla 2; Fig. 8).

Tabla 2. Respuestas evocadas: No-selectivas e Intensidad-selectivas

\)(b Respuestas evocadas por el Estimulo-D
3 Fésica Tén-dec Ton-crec Coh-dec Coh-crec Total
8
%) No sel Int sel No sel Int sel No sel Int sel No sel Int sel No sel Int sel No sel Int sel

Clp 55 (4.1) 20(1.5) 198 (14.7) 19 (1.4) 171(12.7) 22(1.6) 325(24) 89 (6.6) 272(20.2) 50(3.7) 1021 (75.7) 200(14.8)

(n=1348)
(nglgg) 55(47)  12(1)  183(157) 19(16)  155(133) 37(3.2]% 254(216) 63(54) 283(242) 78(67)° 930(79.6) 209(17.9)
(nc_gfm 21210 6(0.6)° 336(333)F 5050 204(202)8 e1(6)¢ 124(12.3)F 45(4.5)° 65(6.4)F 25(254 750(742) 187(18.5f

Numero de neuronas No selectivas e Intensidad-selectivas (%). Los niimeros en negritas indican diferencias significativas Clp (*) o Cla (#). Nivel de alfa en 0.05.
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Figura 8. Perfiles de modulacion de todas las neuronas registradas en la Clp (n = 1348), Cla (n =
1169), y COF (n=1010) tras la entrega de una gota de 10 pL de sacarosa. A. Panel superior: Histograma
periestimulo en cédigo de color de los cinco tipos de respuestas evocadas encontradas en la Clp, Cla, y
COF. Los tipos de respuestas estan agrupadas y organizadas de la siguiente manera: Fasica (linea vertical
amarilla en el borde izquierdo), Ténica-decreciente (azul), Tonica-creciente (rojo), Coherente-decreciente
(cyan) y Coherente-creciente (magenta). Cada fila representa la tasa de disparo normalizada de una
neurona alineada a la entrega del Estimulo-D. Panel inferior: PSTH en cédigo de color para las neuronas
con respuestas Coherentes no evocadas (gris claro) y no moduladas (gris oscuro). B. Actividad
poblacional promediada durante los ensayos “Baja” (verde) y “Alta” (rojo).

De hecho, se encontré que la coherencia entre espigas y lengueteos en la COF (0.24 +
0.005) era significativamente menor que en la Clp (0.26 + 0.003) y la Cla (0.26 + 0.003)
(F, 1672)= 3.77; p = 0.02) (Fig. 9A). Por lo tanto, la Clp y la Cla no sélo tuvieron una

mayor proporcion de neuronas coherentes con el lengleteo que la COF, sino que
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también las neuronas de la Cl estaban mejor sincronizadas con el lengueteo ritmico.
Ademas, en las tres regiones se encontr6 que el nivel de coherencia era
significativamente mayor en el periodo de Estimulo en comparacion con los periodos de
pre-Estimulo y Consecuencia (ANOVA de 1 via, p < 0.0001), lo cual sugiere que la

coherencia entre espigas y lengueteo refleja mas que respuestas oromotoras.
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Figura 9. La coherencia entre lengiieteos y espigas es mayor tras la entrega del Estimulo-D, pero
no tras la entrega de la recompensa. A. Valores de coherencia entre los lengleteos y las espigas de
cada una de las regiones. *, diferencias significativas en comparacion con la Clp y Cla. B. Coherencia
entre las espigas y los lengueteos ocurridos durante los periodos pre-Estimulo (gris), Estimulo (rojo) y
Consecuencia (azul). *, diferencias significativas en comparacion con el periodo pre-Estimulo.

Asimismo, en las tres regiones se encontré6 que tanto las neuronas Coherentes-
decrecientes como las Coherentes-crecientes contienen mas informacién acerca de la
intensidad de sacarosa entregada en comparacion con el grupo de neuronas No-
evocadas (Tabla 3). De hecho, el juntar ambas poblaciones produce un aumento en la
ejecucion del clasificador, el cual se acerca a la generada por la poblacion “Todas”. Por
el contrario, si estas poblaciones (Coh-dec, Coh-crec, “Todas-Coh”) son removidas, la

ejecucion del decodificador disminuye de manera significativa en comparacién con
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“Todas” (Table 4). En conjunto, los datos sugieren que las neuronas Coherentes son

necesarias y suficientes para decodificar la informacion de la intensidad de la sacarosa.

Tabla 3.% de Exactitud para decodificar la intensidad de la sacarosa al incluir una sola poblacién

Estructura | No evocadas Todas Fasicas Tén-dec Tén-crec Coh-dec Coh-crec Ténicas Coherentes

Clp ’ 527+06 67613 60.2+1.7 53105 535+06 620%1.2 61.6+0.8 543+x06 66.6=1.2

Cla | 504+03 65709 547+11 521 +04 554+04 60007 621+08 55105 656+0.9

COF | 548+05 71.0x1.6 56.6%14 553+06 61111 627%x1.1 65915 608+x1.0 69.3+1.6

% Exactitud de decodificacion (media+ EEM).Los ndmeros en negritas indican diferencias significativas con respecto a las No evocadas.

Tabla 4. Anélisis de exclusién: Decodificacién de la intensidad de sacarosa al excluir sélo un grupo de la poblacién total

Estructura | Todas Fasica Tén-dec Tén-crec Coh-dec Coh-crec Ténicas Coherentes

Clp ’ 67.8+1.3 58.5+1.7 68.1+1.3 685+13 634+x09 64012 685+1.2 58.0+0.7

Cla | 65.9+ 0.8 634+20 66309 651+09 627 0.7 61.2x0.7 661+09 55.8x0.5

COF | 71217 63.1+£3.0 72617 68815 67.6+15 669+1.3 705+16 62.1x1.1

% Exactitud de decodificacién (media+ EEM).Los niimeros en negritas indican diferencias significativas con respecto a Toda la poblacién. Nétese que los valores del grupo“Todas”
no son idénticos a la tabla 3, debido a la seleccion aleatoria de los conjuntos de entrenamiento y de prueba del decodificador poblacional.

10.4. Neuronas selectivas a la intensidad

Los tipos de modulaciones fueron a su vez subdivididos en No-selectivos y Selectivos.
La Figura 7 muestra las graficas tipo raster y su correspondiente PSTH (alineados a la
entrega del Estimulo-D) de ejemplos representativos de neuronas con Respuesta-
evocada que fueron No-selectivas; mientras en la Figura 10 se muestran ejemplos de
neuronas Intensidad-selectiva de cada una de las tres regiones corticales. Dichas
neuronas Intensidad-selectiva fueron detectadas para cada uno de los tipos de respuesta
evocada en las tres regiones corticales, aunque en proporciones diferentes: menor

proporcidn de neuronas Fasicas y Tonicas (crecientes y decrecientes) Selectivas en
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ambas porciones de la Cl en comparacion con la COF, y mayor proporcion de neuronas
coherentes (crecientes y decrecientes) Selectivas en la Cl en comparacion con la COF

(Fig. 12A; Tabla 2).
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Figura 10. Ejemplos representativos de neuronas responsivas Intensidad-selectiva de la Clp, Cla y
COF. Graficas tipo raster de neuronas Selectivas a la intensidad que muestran respuestas fasicas, ténicas-
decrecientes, tonicas-crecientes, coherentes-decrecientes o coherentes-crecientes, de izquierda a
derecha. Cada marca negra representa un potencial de accion ocurrido alrededor de -0.3 hasta +0.6 s a
partir de la entrega del Estimulo-D. Los tiempos de lengleteos emitidos antes del Estimulo-D estan
indicados con sombreado gris. El sombreado verde y rojo indican los lengtieteos emitidos tras la entrega
de sacarosa “Baja” y “Alta”, respectivamente. Debajo de cada grafica tipo raster se muestra su tasa de
disparo (linea continua) y la tasa de lengleteo del sujeto (linea discontinua) durante los ensayos “Baja”
(verde) y “Alta” (rojo).

Se cuantificé el impacto que tuvo la diferencia en el lengleteo sobre las respuestas
neuronales diferenciales/selectivas. Entre las neuronas Intensidad-selectiva se encontré
que un 45.1% tuvo una “mejor ventana” de selectividad sin diferencias en el lengueteo

(Fig. 11). En el restante 54.9% la diferencia en la tasa de lengleteo cubria sélo ~31.4%
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de la “mejor ventana” (Fig. 11). De tal forma, es poco probable que la representacion de

la intensidad de la sacarosa se deba a diferencias en los patrones de lengueteo.
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Figura 11. Porcentaje de sobrelape de las diferencias en la tasa de lengiieteo durante la Mejor
ventana. Porcentaje de tiempo en el cual la mejor ventana contuvo diferencias en la tasa de lengueteo.
Sdlo incluye neuronas en cuyas mejores ventanas se detectaron diferencias en el lenglieteo. La linea
vertical indica la media del porcentaje de sobrelape.

Se uso6 un decodificador lineal para estimar la exactitud con la que cada poblacion
neuronal (No-evocadas, Todas, No-selectivas, Selectivas) clasificaba cada ensayo como
“Bajo” o “Alto” (Meyers, 2013). La contribucion de las respuestas No-evocadas estaba
alrededor del azar (50%). Mientras que las demas poblaciones ejecutaban
significativamente mejor que la poblacién antes mencionada (Fig. 12B). A pesar de lo
esperado, las neuronas No-selectivas ejecutaron por encima del azar, sugiriendo la
existencia de pequenas e inconsistentes diferencias en la tasa de disparo, a lo largo de
los ensayos, que no arrojan diferencias significativas a nivel de unidad neuronal; sin
embargo, a nivel poblacional dichas disimilitudes contienen suficiente informacién para
decodificar la identidad del estimulo entregado. Otra opcion es que la informacion

provista por las neuronas No-selectivas esté contenida en el tiempo de ocurrencia de las
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espigas (spike timing) (DiLorenzo and Victor, 2013). De hecho, al cambiar la posicién
(tiempos) de las espigas, preservando la tasa de disparo, se encontré que la ejecucion
del clasificador disminuia de manera significativa (Fig. 12B). Por otra parte, el algoritmo
de decodificacion ejecutd significativamente mejor al usar la informacion de las neuronas
Selectivas. Es importante enfatizar que este grupo conformaba solo el ~18% del total de
la poblacion registrada. De tal forma, las diferencias entre la poblacion de No-evocadas
y el resto de las poblaciones no se debe simplemente a diferencias en el tamafio de
estas. Dado que los patrones de respuestas del clasificador para cada una de las
poblaciones fueron encontrados en las tres regiones registradas, se sugiere la existencia
de una representacion neuronal de la concentraciéon de sacarosa a lo largo de las
mismas. Finalmente, la remocion de la informacion contenida en el spike timing en las
neuronas Selectivas, produce una caida en la ejecucion del clasificador. En conjunto, los
resultados demuestran que la informacion acerca de la concentracion de la sacarosa
esta contenida tanto en la tasa de disparo como en el spike timing de las poblaciones

con respuestas evocadas.
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Figura 12. Una subpoblacién pequeia de neuronas selectivas decodifica mejor la intensidad de la
sacarosa en comparacion con otras clases neuronales. A. Panel superior: Histograma periestimulo en
cédigo de color de los cinco tipos de respuestas evocadas agrupadas de acuerdo con su tipo de
modulacién y selectividad a la intensidad: Preferentes-Baja (verde) y Preferentes-Alta (roja). Las
acotaciones son las mismas que en la Figura 8. B. Ejecucién del decodificador usando la informacion
contenida en las neuronas No-evocadas (gris), Todas (negro), No selectivas (azul) e Intensidad-selectivas
(rojas). La linea punteada negra indica el azar. Las lineas blancas y grises indican la ejecucion tras eliminar
la informacién contenida en el spike timing y la correlacion de ruido, respectivamente. *, diferencias
significativas en comparacion con las neuronas no evocadas. #, diferencias significativas en comparacion
con Todas.

Ha sido reportado que los conteos de espigas entre pares de neuronas registradas
simultdneamente pueden covariar a lo largo de una misma sesién, un fendbmeno
denominado como correlacion de ruido. Se ha reportado que estas covariaciones pueden

afectar estados atencionales, conductuales y el estado general de la red (Averbeck et
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al., 2006; Averbeck and Lee, 2006; Carnevale et al., 2013; Cohen and Kohn, 2011;
Zohary et al.,, 1994). Por esta razon, determinamos el impacto de la remocion de la
correlacion de ruido sobre la exactitud de decodificar la intensidad de la sacarosa. Se
determiné que eliminar la correlacion de ruido (Fig. 13) no afecté de manera significativa
la ejecucion del clasificador en ninguna de las poblaciones neuronales ni en alguna de

las regiones registradas (Fig. 12B).
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Figura 13. La correlacién de ruido es eliminada tras cambiar la posicion de los ensayos. A. Neuronas
con correlacion de ruido antes (circulos negros) y después (circulos blancos) de cambiar la posicion de los
ensayos. B. Correlacién de ruido promedio empleando diferentes tamafos de ventana a partir de la entrega
del Estimulo-D. Las acotaciones son las mismas que en el panel A.
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10.5. Respuestas a la sacarosa dependientes de concentracion

Similar a las sesiones de discriminacion, en generalizacién se encontré que 94.1 £ 1.3%
de las neuronas presentaban respuestas evocadas y que de estas el 83.3 + 1.5% fueron
No-selectivas y el 16.7 £ 1.5% fueron Selectivas. De la poblacion de neuronas Selectivas,
el porcentaje que codificaba la concentracién de sacarosa de manera lineal (positiva o
negativamente) fue 28.8% (19/66), 36.1% (26/72) y 32.3% (20/62) en la Clp, Cla y COF,
respectivamente. La Figura 14A y 14B muestran graficas tipo raster y PSTH de tres
ejemplos representativos cuyas respuestas varian en funcion de la concentracion. La
actividad poblacional de las neuronas que correlacionan positiva o negativamente con la

concentracion fue similar a lo largo de las tres regiones (Fig. 14C).
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Figura 14. Codificacion monoténica de la concentracion de sacarosa. A. Grafica tipo raster y su
respectivo PSTH de neuronas que aumentan su tasa de disparo en funcién de la concentracion. Las
respuestas estan alineadas a la entrega del Estimulo-G (3, 4, 7.5, 11.75 y 18%). El sombreado gris indica
el tiempo de lengiieteo previo a la entrega de la pista. EI sombreado en cddigo de color representa el
tiempo de lengueteo tras la entrega del Estimulo-G. El codigo de color se encuentra detallado en el borde
superior derecho. Del lado derecho de cada PSTH se muestra la tasa de disparo promedio ocurrida durante
la mejor ventana (rectangulo color cyan) para cada concentracién y su ajuste lineal. B. Ejemplos de
neuronas que disminuyen su tasa de disparo en funcién de la concentracion. Las acotaciones son las
mismas que en A. C. Actividad neuronal normalizada para la poblacién que aumenta (roja) y disminuye
(azul) su tasa de disparo en funcién de la concentracion.
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10.6. Neuronas de decision

Respuestas relacionadas con la elecciéon fueron encontradas en los periodos de
Respuesta en la Cla y COF. Dado que sdlo dos neuronas de Eleccion fueron detectadas
en la Clp (Fig. 16B), no se tienen conclusiones de esta area. El panel de la izquierda
muestra una neurona de Eleccién de la Cla “Preferente-Baja”, cuya actividad disminuye
de manera sigmoidal en funcién de la concentracion (Fig. 15A). El panel de la derecha
muestra una neurona de la COF “Preferente-Alta” con tasas de disparo altas para
ensayos donde se entregd sacarosa = 4.75% y menores cuando se entregé sacarosa <
3% (Fig. 15A). El rectangulo color cyan en el PSTH representa la ventana donde la
respuesta neuronal predijo mejor la eleccion del sujeto. Las curvas neurométricas
individuales no difirieron de las psicométricas de manera significativa (Fig. 15A, insets).
En total se encontrd 8 neuronas de Eleccién en la Cla (de 403; 2.0%) y 18 en la COF (de
337; 5.3%), las cuales covariaron de manera significativa con la funcidén psicométrica
(Fig. 15B). Sin embargo, solo para la COF los intervalos de confianza de las pendientes
se sobrelaparon, indicando que las respuestas neuronales de esta area siguieron mejor
las respuestas conductuales en comparacion con la Cla. Ademas, las neuronas de la Cla
codificaron la eleccion después de iniciado el periodo de Respuesta, mientras que las
neuronas de la COF inician dicha codificacién de manera temprana, previo a la salida del

puerto central, durante el periodo de Estimulo (Fig. 16C).
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Figura 15. La COF codifica la decision del sujeto mas tempranamente que la Cla, antes de que el
sujeto emita la respuesta. A. Neuronas de Decision representativas de la Cla (panel izquierdo) y COF
(panel derecho). La actividad se encuentra alineada al ultimo lengleteo en el puerto central. El rectangulo
cyan indica el intervalo en el cual la actividad neuronal mejor predijo los reportes subjetivos del sujeto. La
actividad promediada por concentracion ocurrida durante esta ventana se encuentra del lado derecho del
PSTH. B. Promedio del porcentaje de veces que los sujetos (circulos negros) y las neuronas de decisién
(cuadros rojos) clasificaron una concentracién como “Alta” (sacarosa 18%). C. Valor del area bajo la curva
ROC alineado al inicio del periodo de Respuesta para la Cla (verde) y COF (azul).
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Figura 16. Las neuronas de Decision de COF clasifican con mayor exactitud las concentraciones
de sacarosa. A. Histograma de la ejecuciéon conductual durante todas las sesiones generalizacién. B. El
numero de neuronas de Decision de la Clp (magenta), Cla (verde) y COF (azul) que cubrieron el criterio
de ejecucion neurométrica.

Por otra parte, se evalu6 el uso de las respuestas oromotoras de palatabilidad para guiar
la eleccion de los sujetos. De tal forma, se buscé generar una funcién de generalizacion
de palatabilidad usando la tasa de lengueteo evocada por cada concentracion de
sacarosa, la cual seria comparada con la funcion psicométrica. Sin embargo, solo en 1
de 171 sesiones los patrones de lengueteo pudieron predecir la eleccidn del sujeto.
Incluso, ninguna neurona de Eleccion fue registrada durante esta sesién. Por tanto, es
poco probable que los sujetos guien su conducta usando como pista las respuestas
oromotoras de palatabilidad evocadas por la sacarosa, apoyando la idea de que los

sujetos se basan en la intensidad de la sacarosa para guiar su decision.
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10.7. Neuronas selectivas a la direccion

Estudios previos han demostrado la existencia de neuronas en COF que codifican
informacion acerca de la direccion del movimiento del sujeto (Feierstein et al., 2006;
MacDonald et al., 2009; Roesch et al., 2006). Para confirmar y ampliar estos estudios,
se determind si existia una codificacion de direccion de movimiento en la Clp, Clay COF.
En el periodo de Respuesta los sujetos se desplazaban del puerto central al lateral
(izquierda/derecha), mientras que en el de Regreso lo hacian del lateral al central
(izquierda/derecha; ver Fig. 5A y 5C). Por lo tanto, ambos periodos compartian mismas
direcciones de desplazamiento y aquellas neuronas Direccion-selectivas debian tener
una mayor actividad ante movimientos con la misma direccion independientemente de la
locacién espacial. Puede apreciarse que estas neuronas Direccion-selectiva muestran
respuestas similares en ensayos correctos e incorrectos, denotando que la caracteristica
principal que modula a estas neuronas es la direccion. En las tres cortezas se
encontraron neuronas con selectividad a la direccién. La Figura 17A muestra dos
neuronas Preferente-izquierda (panel superior e inferior) y una Preferente-derecha
(panel medial). Los tres paneles de la Figura 17B muestra los valores del Pingex durante
el periodo de Regreso relativo a los Pindex del periodo de Regreso, para todas las
neuronas Direccion-selectiva de cada region. La flecha negra sefiala los ejemplos de la
Figura 17A. Los valores de Pindex Ccercanos a la diagonal denotan selectividad similar en

ambos periodos evaluados.
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Figura 17. Las tres regiones codifican la direccién del movimiento. A. Neuronas de Direccién de la
Clp, Clay COF se muestran en los paneles superior, medial e inferior. El raster y su PSTH correspondiente
del lado izquierdo y derecho se encuentran alineados al inicio de los periodos de Respuesta y de Regreso,
respectivamente. Los ensayos se encuentran agrupados de acuerdo con la direccion de desplazamiento
del sujeto: derecha (morado) e izquierda (cyan). La linea gris denota una subdivisién de estos ensayos en
correctos y errores. Cada marca negra representa una espiga. B. indice de preferencia durante el periodo
de Respuesta y Regreso de todas las neuronas de Direccion. Los triangulos cyan y circulos morados
representan las neuronas Selectivas-lzquierda y Selectivas-Derecha, de manera correspondiente. Los
insets muestran el porcentaje de neuronas de estas dos poblaciones que se encontré en cada region. C.
Actividad poblacional promediada para las neuronas Selectivas-lzquierda (panel inferior) y Selectivas-
Derecha (panel superior) durante el periodo de Respuesta (panel izquierdo) y el de Regreso (panel
derecho).

Se encontraron diferencias entre estructuras en la selectividad a la direccion (Pindex
Respuesta; ANOVA de 1 via: F2 462) = 6.1; p < 0.0001). Un post hoc de Bonferroni

confirmé que la COF cuenta con una mejor representacion de la selectividad en
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comparacién con la Clp y Cla (p <0.05y p < 0.01, respectivamente). De hecho, se puede
apreciar una mayor diferencia entre las tasas de disparo para los ensayos izquierda
contra los de la derecha en la actividad poblacional de COF durante ambos periodos
(Fig. 17C). Incluso hubo una mayor proporcion de neuronas Direccion-selectiva en la
COF (19.1%) relativo a la Clp y Cla (10.8%, x?=23.85, p < 0.0001 y 10.8%, x?>=22.32, p
< 0.0001, respectivamente; Fig. 17B). La mayor parte de dichas neuronas fueron
“Preferentes-derecha” (Fig. 17B, insets) quizas debido a que los registros se realizaron
unilateralmente en el hemisferio izquierdo. En conjunto, los resultados demuestran que,
si bien se codifica la direccionalidad en las tres estructuras, en la COF hay un mayor

numero de neuronas selectivas a la direccion cuya codificacion es de mayor magnitud.

10.8. Neuronas responsivas a la consecuencia

Una vez que los sujetos se encontraban en el puerto lateral, podian o no recibir agua de
acuerdo con su ejecucion (correcto o incorrecto) y con el tipo de ensayo (discriminacion
o generalizacion). Se identificaron neuronas que respondian de manera selectiva a la
entrega u omisién del reforzador. La Figura 18A muestra las graficas tipo raster y sus
PSTH de tres neuronas representativas. Las neuronas de la Clp y COF no respondieron
a la omision de la recompensa, formando parte de la poblacion Inactiva. En contraste, la
neurona de la Cla tiene una mayor tasa de disparo tras la omision de la recompensa
(poblacién Activa). Tanto la Clp (57.1% vs. 17.9%) como la Cla (45.7% vs. 28.3%)
tuvieron una mayor proporcion de neuronas con respuestas inactivas que activas

(x?=72.88, p < 0.0001 y x?=12.05, p = 0.0005; respectivamente); mientras que en la COF
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la proporcién fue similar (36.5% vs. 42.4%; x?=1.1, n.s.). La actividad promedio de cada

poblacion se muestra en la Figura 18B.
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Figura 18. Neuronas que detectan la presencia o ausencia de la recompensa fueron identificadas
en las tres regiones. A. Gréficas tipo raster de neuronas de Consecuencia que aumentan su actividad
(poblacion Activa) o no (poblacion Inactiva) ante la ausencia del reforzador. Los ensayos se encuentran
categorizados acorde con la entrega (Estimulo-D) u omision (Estimulo-G) de la recompensa. Los eventos
se encuentran alineados al segundo lengtieteo en el puerto lateral. En el panel inferior se encuentran los
respectivos PSTH de las neuronas con la actividad promedio por concentracién de los ensayos
recompensados (lineas discontinuas) y no recompensados (lineas continuas). B. Actividad de las
poblaciones Inactiva y Activa en los paneles superior e inferior, de manera correspondiente. Las
acotaciones son las mismas que en A. C. Tasa de lengleteo durante los ensayos reforzados (linea
discontinua) y no reforzados (linea continua). D. Ejecucién del decodificador usando la informacién
contenida en la tasa de lengueteo (negro) y de disparo (azul). La linea gris en la parte inferior indica
diferencias significativas.
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Dado que la latencia para dejar de lengletear en ensayos no recompensados es
significativamente menor que los recompensados (Fig. 5H; Fig. 18C), se podria
argumentar que esta respuesta diferencial es producto de diferencias en el lengueteo.
De hecho, un clasificador puede decodificar la identidad del ensayo (recompensado vs
no recompensado) utilizando la informacion de la tasa de lengueteo con una exactitud
que rebasa al azar. No obstante, la informacion contenida en la actividad neuronal es
significativamente mayor que la conducta de lengueteo; incluso, en la Cla y COF esta
diferencia aparece previo a las diferencias significativas en la tasa de lengueteo de estos
tipos de ensayos (Fig. 18D). Los hallazgos sugieren que las tres cortezas son sensibles

a la entrega y omisién del reforzador.

10.9. Integracion y sobrelape entre perfiles de codificacion

La Figura 19A muestra una tabla de contingencia de comparacion de pares para cada
categoria del perfil de codificacion. Las neuronas Sensoriales solo se sobrelaparon de
manera significativa con las de Direccion en Clp, sugiriendo que las respuestas de estas
neuronas se modulan por la intensidad y no meramente por la direccion en que se ubica
el puerto asociado con la recompensa tras la entrega de esta pista (i.e., Baja-lzquierda
o Alta-Derecha). El mismo resultado fue obtenido al realizar el andlisis con las neuronas
Intensidad-selectiva en lugar de las Sensoriales (datos no mostrados). En la Cla las
neuronas Sensoriales sobrelaparon con las de Consecuencia. Mientras que en la COF
las de Direccidn se sobrelaparon de manera significativa con las de Eleccién y las de

Consecuencia. Lo ultimo sugiere que las neuronas de la COF pueden acarrear, durante
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diferentes periodos, mas de una informacion espaciomotora que guia la conducta del

animal para la obtencién de una consecuencia favorable.
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Figura 19. Las neuronas de la Clp, Cla y COF tienden a codificar mas de una variable. A. Sobrelape
entre los perfiles de codificacion. La matriz de contingencia indica el numero y entre paréntesis el
porcentaje de las neuronas que pertenecen a los grupos indicados por la posicion correspondiente. Los
cuadros morados indican sobrelape significativo. Los numeros en blanco representan diferencias
significativas (ya sea mutuamente incluyentes o excluyentes). B. Matriz de contingencia del sobrelape
entre perfiles de modulacion y codificacién. Mismas convenciones que en A.
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10.10. Sobrelape entre perfiles de modulacién y de codificacion

En general, no hubo un patron de sobrelape significativo compartido entre las tres
regiones. Las neuronas Coherentes de la Clp y Cla codificaron preferentemente las
variables sensoriales y de decision, con excepcion de la Eleccion en la Cla, la cual no es
codificada por ningun perfil de modulacién de manera preferencial (Fig. 19B, paneles
superior y medial). Por el contrario, en la COF las variables de decision eran
preferentemente codificadas por las neuronas con respuestas tonicas (Fig. 19B, panel
inferior). En conjunto, los datos proponen un papel prominente en codificar
caracteristicas fundamentales de la tarea para las neuronas Coherentes insulares,
mientras en la COF la actividad ténica prevalece en la codificacion de variables de

decision.

11.DISCUSION

En su mayoria los experimentos que buscan caracterizar la representacion neuronal de
la intensidad/concentracion de un sabor dulce, se han llevado a cabo en animales que
reciben el estimulo gustativo de manera pasiva (Katz et al., 2002) o cuya unica decision
es si lenguetear o no (Stapleton et al., 2006; Villavicencio et al., 2018). Sin embargo, la
dimension psicolégica de la intensidad percibida de un estimulo sapido sélo puede
medirse a través del reporte activo de un sujeto. Razén por la cual se entrend a sujetos
a clasificar qué tan dulce les parecio una concentracién de sacarosa mientras se registro
la actividad unitaria en la Clp, Cla y COF. Encontramos que el ~95% de las neuronas
registradas tuvieron respuestas evocadas ante la entrega de una sola gota de sacarosa.

Algunos estudios han reportado un menor numero de neuronas responsivas a cualidades
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gustativas, lo cual puede deberse a diferencias metodoldgicas, como la cantidad de
liquido entregado, el uso de sujetos anestesiados, el disefio de la tarea, entre otras (Katz
etal., 2001; MacDonald et al., 2012, 2009; Stapleton et al., 2006; Yamamoto et al., 1989).
Sin embargo, algunas de estas respuestas podrian estar relacionadas con estimulacion
somatosensorial, temperatura, la cualidad gustativa o la palatabilidad (Gardner and
Fontanini, 2014; Hayama et al., 1985; Katz et al., 2001; Ogawa et al., 1988; Verhagen et
al., 2004; Yamamoto et al., 1989). Por otra parte, esto podria deberse a la llegada de un
estimulo saliente a un animal sobreentrenado. Este estimulo adquiere gran relevancia
en el contexto de un sujeto sediento, que se encuentra motivado a atender la llegada de
informacion cuya correcta deteccion e identificacion llevara a la obtencién de una
consecuencia deseada: agua. Se sabe que la entrega de pistas que predicen la llegada
de alimento produce respuestas neuronales en la corteza insular cuando los sujetos se
encuentran en un estado fisiolégico de necesidad (Livneh et al., 2017). En la porcién
caudolateral de la COF se han detectado neuronas que responden a estimulos gustativos
cuando el sujeto se encuentra en estado de hambre (Rolls et al., 1989). Asimismo, en
ratones entrenados en una tarea de conducta dirigida a la meta (Go/No-Go) se ha
reportado que la llegada de un estimulo olfativo genera una activacion distribuida a lo

largo de toda la corteza (Allen et al., 2017).

Cabe resaltar que el numero de neuronas responsivas fue similar en las tres regiones
registradas. Esto a pesar de la existencia de los hotspots de dulce y amargo localizados
de manera diferencial en la parte anterior (apetitivo) y posterior (aversivo) de la Cl,

respectivamente (Chen et al., 2011). De hecho, experimentos de ganancia y pérdida de
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funcidn han demostrado que el hotspot de lo dulce es suficiente y necesario para la
identificacion de un sabor dulce (Peng et al., 2015). Una separacion topografica aversivo-
apetitiva similar ha sido descrita en la corteza insular del mono, aunque en un eje
anatomico diferente: dorsal-apetitiva, ventral-aversiva (Jezzini et al., 2012). Dichas
respuestas espacialmente agrupadas estan en consonancia con el modelo de “labelled-
line” (Chen et al., 2011; Sugita and Shiba, 2005), mientras que una respuesta distribuida,
como la encontrada en el presente trabajo, concuerda con el modelo de “across-fiber”
(Erickson, 2008; Gutierrez et al., 2010; Katz et al., 2001; Pfaffmann, 1955; Stapleton et
al., 2006). Sin embargo, esta segregacion ha sido decrita principalmentte en la capa Il/lll,
mientras que nuestros registros se llevaron a cabo preferentemente en la capa V, la cual
contiene proyecciones abundantes hacia la COF (Allen et al., 1991). No obstante,
estudios con imagenologia funcional en la capa V fueron ineficientes en detectar los
hotspots (Fletcher et al., 2017). De hecho, se ha reportado que las respuestas
distribuidas a las diferentes cualidades gustativas, ocurre de manera temprana, desde
los BG: las CRG del tipo Il responden a multiples estimulos gustativos debido a que
establece comunicacion célula-célula con las CRG de tipo Il (Tomchik et al., 2007).
Aunque estas respuestas se vuelven selectivas cuando las CRG del tipo Ill se
encuentran aisladas (Tomchik et al., 2007). Los datos mostrados sugieren que tanto la

Cl como la COF tienen una respuesta distribuida, carente de segregacion.

Las neuronas responsivas a la sacarosa presentaron tres respuestas prototipicas:
fasicas, tonicas y coherentes con el lengueteo. Sdlo las primeras y las ultimas contienen

informacion necesaria y suficiente para decodificar la identidad de la concentracion
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recibida. Las respuestas fasicas han sido relacionadas con la deteccion de eventos
biolégicos relevantes, como la terminacion de la ingesta (Villavicencio et al., 2018) o la
recepcion inesperada de una recompensa (Schultz et al., 1997). Mientras que las
neuronas coherentes con el lengueteo promueven la sincronizacién entre estructuras del
circuito gusto-recompensa, facilitando el aprendizaje de tareas guiadas por pistas
gustativas (Gutierrez et al., 2010); asimismo, se les ha vinculado con la codificacién de
la palatabilidad en el Nucleo Accumbens Shell (Villavicencio et al., 2018). Ademas, por
primera vez, se encontro que el nivel de coherencia era significativamente mayor durante
el periodo de Estimulo, pero no en el periodo de Consecuencia, en comparacién con el
de pre-Estimulo. Este hallazgo sugiere que la coherencia entre espigas y lengleteos no
es algo fijo o meramente orosensorial ni oromotor, sino que es dinamico y puede cambiar
ante la llegada de estimulos salientes, como lo es la pista cuya identidad es clave para
resolver exitosamente cada ensayo (o para detectar fuentes alimenticias que ofrecen

energia inmediata) (Buzsaki, 2010; Gutierrez et al., 2010).

Entre la gran cantidad de neuronas con respuestas evocadas, solo una pequefia (<18%)
subpoblaciéon fue selectiva a la intensidad: respondia de manera diferencial ante la
entrega de sacarosa al 3% y 18%. Existe una vasta cantidad de reportes que apoyan la
idea de que una pequefa poblacidn de neuronas corticales podria representar la
intensidad de un estimulo dulce. Por ejemplo, estudios electrofisioldgicos en roedores y
primates no humanos han reportado entre 2-35% de neuronas en la Clp y COF con
respuestas a estimulos dulces (Pritchard et al., 2005; Rolls et al., 1990, 1989; Scott et

al., 1991; Stapleton et al., 2006; Thorpe et al., 1983; Yamamoto et al., 1989; Yaxley et
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al., 1990). Cabe resaltar que esta diferencia en el rango de neuronas selectivas
encontradas podria estar explicada por el analisis de datos (i.e., tamafo de ventana) y
las preparaciones experimentales utilizadas (Chen et al., 2011; Katz et al., 2001). No
obstante, las neuronas Selectivas a la intensidad, a pesar de ser una poblacion pequeina
en comparacion con las No-selectivas, contienen tanta informacion acerca de la identidad
del estimulo entregado como el total de la poblacion. Esto ultimo concuerda con
hallazgos en la corteza somatosensorial de barril, en la cual se reporté ~3000 neuronas
responsivas a la deflexion de las vibrisas de una rata; sin embargo, sélo las cinco
neuronas mas sensibles eran suficientes para explicar la conducta del sujeto (Stuttgen

and Schwarz, 2008).

Las neuronas selectivas a la intensidad fueron identificadas en las tres regiones
corticales; incluso, las tres regiones decodifican igualmente bien la identidad del estimulo
recibido, revelando la naturaleza distribuida de la codificacion de la concentracion. Las
neuronas Selectivas ejecutaron tan bien como, o incluso mejor en el caso de la Cla, que
toda la poblacién. Empero, las neuronas No-selectivas en las cuales no se encontrd
diferencias significativas en la tasa de disparo (“Baja” vs “Alta”), decodificaron con una
ejecucion por encima del azar, sugiriendo dos posibilidades: 1) cambios minusculos y/o
inconsistentes en la tasa de disparo a lo largo de los ensayos, y/o 2) la informacion esta
contenida en otro cédigo, como el spike timing. De hecho, al cambiar la posicién
(tiempos) de las espigas, preservando la tasa de disparo, se encontré que la ejecucion
del clasificador disminuia de manera significativa. De manera interesante, en las

neuronas Selectivas a la intensidad, la remocion del spike timing también produjo una
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caida en la ejecucion del clasificador, aunque este fue menor que en las No-Selectivas.
Se ha demostrado que las caracteristicas temporales de las respuestas neuronales
gustativas contienen informacion relevante acerca de la cualidad gustativa recibida, en
animales anestesiados y despiertos de diferentes especies (Di Lorenzo et al., 2009; Di
Lorenzo and Victor, 2003; Reiter et al., 2015; Roussin et al., 2012). Sin embargo, el
conocimiento en cuanto a su contribucién en la codificacion de la intensidad de un sabor
es magro. En el sistema olfativo se ha reportado que la corteza piriforme codifica la
intensidad de un olor a través del spike timing, no de la cuenta de espigas (Bolding and
Franks, 2017). Asi, se sugiere que el sistema gustativo usa la tasa de disparo y el spike
timing como codigos complementarios que aportan informacion acerca de la intensidad

de la sacarosa.

No obstante, el hecho de que todas las regiones decodificaran similarmente bien la
intensidad de la sacarosa no implica que representen la misma informacion: podrian
codificar diferentes caracteristicas de la intensidad de la sacarosa. Dada la alta densidad
de aferencias del tdlamo gustativo que recibe la Clp (Cechetto and Saper, 1987), éste
podria desempefiar un rol en la gustacion. Las respuestas de la Cla podrian estar
relacionadas con la codificacién del percepto dulce, dada la ubicacién del hotspot de lo
dulce cuya fotoestimulaciéon promueve las conductas apetitivas (Chen et al., 2011; Peng
et al., 2015; Wang et al., 2018). Finalmente, las respuestas de la COF durante el periodo
de Estimulo podrian codificar el valor relativo de la sacarosa “Baja” o “Alta” (Rolls et al.,
1990; Tremblay and Schultz, 1999). Los datos presentados sugieren que la intensidad

percibida de una concentracién de sacarosa se encuentra distribuida a lo largo de las
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cortezas gustativas en un cdédigo neuronal compacto: una pequefia poblacion de
neuronas espacialmente distribuidas contienen una gran cantidad de informacion del

percepto de intensidad (Field, 1994; Olshausen and Field, 2004; Stuttgen et al., 2011).

Es importante notar que en el periodo de Estimulo las respuestas diferenciales podrian
explicarse por otras variables, como la direccién, ya que cada intensidad ha sido
asociada con una direccién de desplazamiento (i.e. Baja = lzquierda). Sin embargo,
entre las neuronas selectivas a la intensidad, se identific6 una subpoblacion cuya
actividad es modulada de manera dependiente de la intensidad de la sacarosa. Estas
neuronas han sido detectadas en diferentes estructuras a lo largo de la via gustativa-
recompensa de los roedores: Chorda tympani (Pfaffmann, 1955), ganglio geniculado
(Wu et al., 2015), NPB (Kovacs and Hajnal, 2008), el Nucleo Accumbens Shell
(Villavicencio et al., 2018), la CI (Stapleton et al., 2006), la COF(Rolls et al., 1990); asi
como en diferentes especies (Pfaffmann, 1955; Reiter et al., 2015; Thorpe et al., 1983;
Yaxley et al., 1990). Incluso, se ha demostrado que, en estas neuronas del NPB, la
codificacion de la intensidad de sacarosa se encuentra alterada en ratas obesas,
sugiriendo que un malfuncionamiento en el procesamiento de la intensidad gustativa
podria subyacer a patrones patolégicos de ingesta, lo cual podria llevar al sobrepeso
u obesidad (Kovacs and Hajnal, 2008). Es importante resaltar que es poco probable
que estas respuestas sean meramente un reflejo de respuestas oromotoras de
palatabilidad dado que fueron detectadas de manera temprana en el periodo de

Estimulo. En conjunto, los resultados concuerdan con hallazgos previos de neuronas
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que codifican la intensidad de la sacarosa de manera lineal y que fueron igualmente

encontradas en las tres cortezas.

Es importante destacar que los correlatos neuronales de la dimension fisica del estimulo
(concentracién), no necesariamente dan cuenta de la dimension psicologica, del
percepto de intensidad reportado por el sujeto: qué tan dulce percibié ese estimulo. De
hecho, en ninguna de las regiones se detecté neuronas que covariaran con la decision
del sujeto durante el periodo de Estimulo. Estas neuronas fueron detectadas en el
periodo de Respuesta en la porcién anterior de la Cl y en la COF. La COF codifica la
decision del sujeto antes de que emita una respuesta. Estos hallazgos son conciliatorios
con observaciones conductuales: el sujeto toma una decision previo a su salida del
puerto central (Perez et al., 2013; Uchida and Mainen, 2003). Especificamente, la COF
codifica la eleccién del sujeto de manera sostenida y gradual antes de que el sujeto emita
una respuesta, dicha respuesta se vuelve cuantal mientras el sujeto se desplaza para
responder en el puerto lateral. La respuesta sostenida de COF podria estar relacionada
con memoria gustativa de trabajo como se ha descrito en monos (Lara et al., 2009); cabe
aclarar que otras tareas cuentan con un mejor disefio experimental para explorar esta
posibilidad (Lara et al., 2009; Liu et al., 2014; Stuttgen et al., 2011). Por otra parte,
actividad sostenida similar ha sido vinculada con la confianza de la decisién en tareas
guiadas por estimulos olfativos (Kepecs et al., 2008; Lak et al., 2014). Cabe destacar
que, en el presente proyecto, dada la estructura de la tarea, el componente de decision
puede estar ligeramente contaminado por el de direccién, dado que la respuesta para

categorizar una concentracion como “Baja” o “Alta” va asociada con el movimiento hacia
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la izquierda o derecha. Otro procedimiento similar de categorizacion de intervalos
temporales ha resuelto de manera elegante dicha dificultad metodologica, en el cual la
respuesta correcta para cada categoria fue asignada a un estimulo visual de diferente
color (Corto-Naranja o Largo-Azul) el cual podia aparecer en cualquier posicion de una
pantalla (Mendoza et al., 2018). En futuros procedimientos se tomara la cautela
necesaria para garantizar la separacion en la medicion de estas variables. En conjunto
los datos del presente proyecto muestran el hallazgo del correlato neuronal del percepto

de la concentracién de sacarosa en el sistema gustativo de roedores.

La navegacion espacial es una conducta esencial que permite a los organismos explorar
su medio ambiente y dirigir sus acciones hacia una meta (Epstein et al., 2017). Las
variables espaciales como la direccién del movimiento propio son indispensables para
alcanzar una consecuencia deseada o evitar un castigo. Anteriormente se pensaba que
la informacion espacial era codificada exclusivamente por regiones especializadas en
procesamiento espacial, como el hipocampo y la corteza entorrinal. Sin embargo, de
manera reciente, en monos se encontré6 que areas que habian sido asociadas
exclusivamente con el control sensoriomotor del movimiento de extremidades, también
contienen informacion acerca de la posicion y orientacion del cuerpo del sujeto en el
espacio (Yin et al., 2018). A este respecto, se encontré que la Cl codifica la direccion del
movimiento del sujeto. Se sabe que la ablacién de ambas porciones de la Cl resulta en
una grave afectacion de la navegacion espacial en un laberinto de agua de Morris (Nerad
et al.,, 1996). Es probable que esta lesion haya afectado las conexiones entre Cl y la

corteza entorrinal (Wang et al., 2018), afectando la codificacion de la direccionalidad. Por

73



otra parte, la COF codific6 de manera robusta la direccion del movimiento. Neuronas
selectivas a la direccion ya han sido registradas en la COF mientras el sujeto resuelve
tareas que cuentan con dos o cuatro locaciones espaciales (Feierstein et al., 2006; Lipton
et al., 1999; Roesch et al., 2006). Lesionar la COF altera la ejecucion en una tarea de
forrajeo alocéntrico (Corwin et al., 1994), la ejecucion en un laberinto radial y en el
laberinto de agua de Morris (Kolb et al., 1983). Incluso, la COF también codifica el angulo
de la cabeza, la trayectoria espacial y la velocidad del movimiento en una tarea de
discriminacion espacial y una tarea de reversion en un laberinto elevado (Riceberg and
Shapiro, 2017). Los hallazgos descritos son consistentes con la alta proporciéon de
neuronas selectivas a la direccion identificadas en la COF. En conjunto, los resultados
apuntan a un papel predominante para la COF, y con menor alcance para la Cl, en la
codificacion de la direccion del movimiento, una caracteristica esencial en la navegaciéon

espacial de conductas dirigidas a la meta.

Igualmente, es importante la deteccion de la presencia o ausencia de reforzador para la
sobrevivencia de los animales. Esta permite la identificacién de fuentes de alimento
agotadas o reaprovisionadas, y promueve el aprendizaje inducido por error en la
prediccidn de la recompensa (Schultz et al., 1997). Estudios previos han demostrado que
la Cla y la COF codifican la omisién del reforzador (Feierstein et al., 2006; Jo and Jung,
2016). Asimismo, se ha descrito que la inhibicion quimiogenética de la Clp afecta la
capacidad de los sujetos para ajustar sus acciones de acuerdo con el valor actual de la
consecuencia sin afectar la ejecucion de las respuestas instrumentales (Parkes et al.,

2017, 2015). En el presente trabajo se demostré que la Clp, la Cla y la COF responden
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de manera diferencial a la presencia o ausencia del reforzador. Los resultados apuntan
a una codificacion distribuida de la deteccién de la recompensa, siendo esta un proceso

crucial para el aprendizaje y la conducta adaptativa.

Igualdades y diferencias fueron encontradas en las respuestas evocadas de la Cl y la
COF. La principal similitud es la buena decodificacion de la concentracion de la sacarosa.
La mayor diferencia es la codificacion de variables de decision de manera mas temprana
y con mayor magnitud en la COF. Ademas, la COF tiene una mayor cantidad de neuronas
que codifican mas de una variable de decision, indicando que tiene una representacion
mas completa de los eventos de la tarea. Dado que se han reportado hallazgos similares
empleando estimulos de otra modalidad sensorial (Jo and Jung, 2016; Lak et al., 2014;
Lipton et al., 1999; Parkes et al., 2017; Rolls, 2004), se sugiere que COF funge como un
nucleo que representa eventos de gran relevancia para la resolucion de una tarea,
independientemente del estimulo sensorial empleado para guiar la conducta. La COF es
una region cerebral bien alimentada para ejecutar esta funcidn dado que recibe
conexiones de areas sensoriales relacionadas con el procesamiento olfativo, gustativo,
visual y somatosensorial (Cavada et al., 2000). Es posible que la COF provea de una
representacion actualizada de la informacién relacionada con la tarea que es requerida
para guiar a la obtencion de la mejor consecuencia (Schuck et al., 2018; Stalnaker et al.,

2016; Sutton and Barton, 2017).

No obstante, es importante enfatizar que la Cl, a pesar de fungir como corteza gustativa

primaria, no sélo codificd la dimension fisica del estimulo, sino también la psicolégica y
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otras variables de decisidon como la direccion y la deteccion de la recompensa. Dicho
hallazgo difiere con lo reportado en la corteza somatosensorial primaria (S1) de monos
entrenados a detectar o discriminar estimulos vibrotactiles de diferentes frecuencias: S1
representa con alta fidelidad los estimulos aplicados, pero su actividad no covaria con el
reporte subjetivo del sujeto (de Lafuente and Romo, 2006, 2005; Hernandez et al., 2010;
Rossi-Pool et al., 2016). Por ejemplo, las neuronas de S1 siguen respondiendo a
estimulos de baja frecuencia, los cuales no fueron detectados por el sujeto y, por tanto,
el mono reporté que no hubo estimulo (de Lafuente and Romo, 2005; Rossi-Pool et al.,
2016). Por otra parte, la fidelidad con la que son representados los estimulos vibrotactiles
disminuye a lo largo de la via somatosensorial, mientras las covariaciones entre la
actividad neuronal y los juicios perceptuales del sujeto aumentan (de Lafuente and
Romo, 2006). Incluso si se entregan los estimulos vibrotactiles de manera pasiva (sin
que haya una tarea de discriminacion o deteccion de por medio), sélo las neuronas de
S1 continuan respondiendo (Hernandez et al., 2010). Por otra parte, si se entregan los
estimulos vibrotactiles pero hay estimulos visuales que indican cual es la respuesta
correcta, las neuronas de la corteza premotora dorsal ya no codifican los componentes
de decision, pero las neuronas de S1 si siguen representando los estimulos vibrotactiles
con alta precision (Rossi-Pool et al., 2016). Las diferencias entre la corteza primaria
gustativa y la somatosensorial podria deberse a la prevalencia de un procesamiento top-
down en el sistema gustativo. Futuras investigaciones en el sistema gustativo de
roedores podrian enfocarse en las diferencias jerarquicas en el procesamiento de la

dimension fisica de los estimulos y de la codificacion de variables de decision.
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12.Conclusion

El sistema gustativo, de animales que reportan de manera activa la intensidad de una
solucién de sacarosa, representa la concentracion de sacarosa percibida mediante un
cédigo neuronal que se encuentra en un grupo pequeno y distribuido (no segregado) de
neuronas. La intensidad de la sacarosa percibida y las variables de decision asociadas
con la tarea de discriminacion y generalizacion pueden ser decodificadas por poblaciones

de neuronas en la Clp, la Cla y la COF.
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5 t de Student del decodificador antes Cla Todas t(30)=14.22 | <0.0001
® pareada y después del barajeo No selectivas (30)=19.04 | <0.0001
] iy
s de espigas Intensidad-selectivad  #(30)=8.63 | <0.0001
g No evocadas t(30)=9.89 | <0.0001
a COF Todas £(30)=8.74 | <0.0001
ﬁ No selectivas 1(30)=6.61 <(0.0001
Intensidad-selectivag  £(30)=6.95 | <0.0001
No evocadas £(30)=0.06 ns
cl Todas t(30)=1.05 n.s
P No selectivas t(30)=0.96 ns
Intensidad-selectivag  £(30)=0.47 ns
Correlacion de ruido: No evocadas £(30)=0.48 ns
> d  tde Student Ejecucion del Todas (30)=125 | ns
E areada decodificador antes y Cla No selectivas t(30)=0.62 ns
g p después del barajeo de -
ensayos Intensidad-selectivad  t{30)=1.004 n.s
No evocadas 1(30)=0.64 n.s
a COE Toda§ £(30)=0.66 ns
ki No selectivas 1(30)=0.68 n.s
r Intensidad-selectivag  (30)=0.74 ns
5 Cla =099 <0.0001
3 Correlacion de Correlacién entre curva neuromeétrica y
a Pearson psicométrica
i COF #=0.99 |<0.0001
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Fig Prueba Variables Estadistico p Post hoc Grupos
. ] Clp *=59.95 | <0.0001
c Proporcion de neuronas selectivas a la 7
© [ Cla x'=27.13 =<0.0001
o zquierda vs Derecha COF = 50007
3 -
2| Chicuadrada ¥ =52.26 -
a . Clp vs Cla x’=0.001 ns
N Proporcion de neuronas selectivas a la o COF . ~0.0001
- Direccion pys 1 =23.85 -
COF vs Cla ¥=22.32 <0.0001
= ] Clp ¥’=7288 | <0.0001
2 Proporcion de neuronas of Inactivas vs 2
% Activas éjcl)aF )(;1 2.05 0.0005
@ Chi cuadrada X 2_1 079 ne
5 Proporcién de neuronas de Clp vs Cla x(20.02 LS
(@] 2_
o Consecuencia Clp vs COF X023 ns
- COF vs Cla ¥'=0.34 ns
Tabla Prueba Variables Estadisticol p Post hoc Grupos
Clpvs Cla ¥°=0.03 ns
Fasica Clpvs COF  [¥*=10.73 <0.001
Clavs COF  [¥*=11.29 <0.001
. Clpvs Cla },:2:0_45 ns
Tonica [Clpvs COF_ |y <0.0001
decreciente | =P Y5 X =86.45 -
Clavs COF  |y*=68.96 [<0.0001
L Clpvs Cla ¥=1.57 n.s
1. Proporcion de Proporcion Tonica- Clpvs COF |y’=34.95 |<0.0001
neuronas con de tipo de creciente R
. Clavs COF  [¥*=2048 |<0.0001
respuestas Chi cuadrada| respuesta
ClpvsCla  [|¥*=2.16 n.s
evocadas y no por Coherente- B
evocadas estructura | gecreciente |CPYS COF  |x*=37.31 |<0.0001
Clavs COF  [|¥*=21.59 |<0.0001
Clpvs Cla x2:3_g5 <0.01
Coherente- 5
creciente Clpvs COF  [x*=p4.53 [<0.0001
Clavs COF  |y*=107 <0.0001
Clpvs Cla =44 65 |<0.0001
No evocada |Clp vs COF  [y*=3.03 ns
Clavs COF  |y*=2372 |<0.0001
ClpvsCla  [y*=054 ns
Fasica |Clpvs COF |y?=6.97 <0.01
Clavs COF  [y*=10.37 <0.01
Clp vs Cla 2= ns
Tonica- Clp COF =" <0.0001
decreciente pvs 32_70'62 =
2. Proporcion de Proporcion Clavs COF_ |x*=56.69 |<0.0001
neuronas con de neuronas Toni Clp vs Cla ):2:0-14 ns
respuesta Chi cuadrada| No selectivas crgrr:}:’:t_e Clpvs COF  |¥*=17.53 |<0.0001
evocada: No por Clavs COF |y?=13.55 | <0.001
selectivas estructura con t Clp vs Cla ):2:1.25 ns
oherente- —
decreciente Clpvs COF  |x°=36.27 |<0.0001
Clavs COF  |y*=23.95 |<0.0001
Coh ) Clpvs Cla ¥'=3.77 <0.05
oherente- T
creciente Clpvs COF  [y=68.17 |<0.0001
Clavs COF  |y*=94.01 |<0.0001
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Tabla Prueba Variables Estadisticol p Post hoc Grupos P
Clpvs Cla x’=1.02 ns
Fasica |Clpvs COF  |y*=4.10 <0.05
Clavs COF  |y’=1.22 ns
o ClpvsCla  [y¥*=0.19 n.s
Tanica- 5
N Clpvs COF  |x*=23.93 <0.0001
2. Proporcidn de decreciente 2
- P Proporcién Clavs COF  [x°=18.30 |<0.0001
n?;:::f:sf:n deneuronas | L. . ClpvsCla  |¥*=6.13 <0.05
Chi cuadrada| Selecti - 2
evocada:  cuadrada € eo:vas creciente Clp vs COF }(2—30_61 <0.0001
Selectivas a la p Clavs COF  [x*=9.51 <0.01
- . estructura .
intensidad c Clpvs Cla X =1.44 n.s
cherente- | S COF |y <005
decreciente P X =4.45
Clavs COF  [|y?=0.91 ns
Cl Cl 2= <001
Coherente- Clp Vs CSF ;(2_10_2?
creciente pvs X =268 n.s
Clavs COF  |y?=1935 |<0.0001
Tabla Prueba Variables Estadisticol p Post hoc Grupos 2]
No evo vs Todas <0.0001
No evo vs Ton-dec n.s
No evo vs Ton-crec n.s
Clp F(gf:?}— <0.0001| Dunnett | No evo vs Coh-dec <0.0001
' No evo vs Coh-cre <0.0001
No evo vs Tdnicas n.s
No evo vs Coh <0.0001
Ejecucién del decodificador No evovs Todas =0.0001
entre No evocadas, Todas, No evo vs Tén-dec n.s
) . Ténica-decreciente, Ténica- _ No evo vs Ton-crec <0.0001
3- Eje.cucmn . AN OVfA de 1 creciente, Coherente Cla F(7,240)= <0.0001| Dunnett | No evo vs Coh-dec <0.0001
decodificador: via - 81.18
Analisis de decreciente, Coherente No evo vs Coh-cre <0.0001
inclusion (una C'e‘i':e’:]te: T‘:"'Casn No evo vs Tonicas | <0.0001
poblacidén a la oherentes No evo vs Coh <0.0001
vez) Mo evo vs Todas <0.0001
No evo vs Ton-dec n.s
No evo vs Tén-crec =001
F(7,240)= y
COF 24 65 <0.0001| Dunnett | No evo vs Coh-dec <0.0001
' No evo vs Coh-cre <0.0001
No evo vs Tonicas =0.01
No evo vs Coh <0.0001
t de Student | E1€cucion del decodificador Clp t(40)=5.36 | <0.0001
No evicadas vs Fasicas Cla t(40)=5.17 | <0.0001
no pareada 200
(200 ms) COF (10152 ns
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Tabla

Prueba

Variables

Estadisticol p Post hoc Grupos -]
Todas vs Ton-dec n.s
Todas vs Ton-crec n.s
F(6,210)= Todas vs Coh-dec <(0.05
Cl ; =0.0001| D it
P 12.03 unne Todas vs Coh-crec n.s
Todas vs Ténicas n.s
Todas vs Coherentes =0.0001
Ejecucién del decodificador Todas vs Ton-dec n.s
entre Todas, Tonica- Todas vs Ton-crec ns
d4. Ej;:le':'uc:m ANQVA de 1 ::j::crlzrr:wltzntgo;z::n?e Cla F8210)= | . 1001 | Dunnett |—L2d2s vs Coh-dec 005
ecodificador: ;. ' U
Analisis de via decreciente, Coherente 25.34 Todas vs Co-hicrec <0.0001
exclusién (excluir creciente, Tonicas, Tocas vs Tonicas ns
una poblacion a Coherentes Todas vs Coherentes =0.0001
la vez) Todas vs Ton-dec n.s
Todas vs Ton-crec n.s
COF F(6,210)= <0.0001| Dunnett Todas vs Coh-dec n.s
543 Todas vs Coh-crec n.s
Todas vs Ténicas n.s
Todas vs Coherentes <0.0001
Ejecucion del decodificador Clp t(40)=3.91 | 0.0003
tde Student Mo evicadas vs Fasicas Cla t(40)=1.44 ns
no pareada
(200 ms) COF t(40)=2.40 | 0.02
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Sucrose intensity coding and decision-
making in rat gustatory cortices

Esmeralda Fonseca', Victor de Lafuente?, Sidney A Simon?®, Ranier Gutierrez'*

'Laboratory of Neurobiology of Appetite, Department of Pharmacology, Center for
Research and Advanced Studies of the National Polytechnic Institute, Mexico City,
Mexico; ?Institute of Neurobiology, National Autonomous University of Mexico,
Juriquilla Querétaro, Mexico; *Department of Neurobiology, Duke University
Medical Center, Durham, United States

Abstract Sucrose’s sweet intensity is one attribute contributing to the overconsumption of high-
energy palatable foods. However, it is not known how sucrose intensity is encoded and used to
make perceptual decisions by neurons in taste-sensitive cortices. We trained rats in a sucrose
intensity discrimination task and found that sucrose evoked a widespread response in neurons
recorded in posterior-Insula (plC), anterior-Insula (alC), and Orbitofrontal cortex (OFC).
Remarkably, only a few Intensity-selective neurons conveyed the most information about sucrose’s
intensity, indicating that for sweetness the gustatory system uses a compact and distributed code.
Sucrose intensity was encoded in both firing-rates and spike-timing. The plC, alC, and OFC neurons
tracked movement direction, with OFC neurons yielding the most robust response. alC and OFC
neurons encoded the subject’s choices, whereas all three regions tracked reward omission. Overall,
these multimodal areas provide a neural representation of perceived sucrose intensity, and of task-
related information underlying perceptual decision-making.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.001

Introduction

Chemical stimulation of taste receptor cells elicits signals that are transduced into neural representa-
tions of multiple attributes, such as taste quality, intensity (the strength or concentration of a stimu-
lus), and palatability (hedonic value). These attributes form a single percept (Accolla et al., 2007,
Breslin, 2013; Lemon, 2015) that informs the animal whether it is safe to ingest the food
(Tapper and Halpern, 1968). Sucrose is the prototypical highly palatable tastant for sweet taste
quality, and it provides a sensory cue predicting the presence of immediate energy sources.
Although palatability and intensity usually change together, Wang et al., 2018 found this is not
always the case and suggested that they are two distinct representations. In rodents, palatability is
measured by an increase in positive oromotor responses (e.g., licking) elicited by increasing sucrose
concentrations (Spector and Smith, 1984). In contrast, the intensity attribute cannot be directly
measured by any licking response per se, as an animal must actively report the perceived concentra-
tion of sucrose, a process necessarily involving decision-making. Historically, the neural representa-
tion of sweet taste intensity has been characterized by firing rates (spike counts) that monotonically
increase with sucrose concentration along the gustatory pathway from the periphery to primary (IC)
and secondary (OFC) taste cortices (Rolls et al., 1990; Roussin et al., 2012; Scott et al., 1991,
Thorpe et al., 1983, Villavicencio et al., 2018). However, those responses were obtained in either
anesthetized animals (Barretto et al., 2015; Wu et al., 2015), during passive intraoral delivery of
tastants (Maier and Katz, 2013; Scott et al., 1991), or in behavioral tasks where animals do not
have to make any decision other than to lick (Rosen and Di Lorenzo, 2012; Stapleton et al., 2006;
Villavicencio et al., 2018). Thus, the neural representation of the perceived intensity of sucrose that
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elLife digest Imagine you wake up in the morning, and you pour yourself and your loved one
coffee. They like it with two sugars but you only with one. Our ability to distinguish different sweet
intensities allows us to detect how much sugar is in the coffee. It also helps us to predict the amount
of energy present in foods and if it is safe to ingest. We can experience the sweet quality because
our tongue contains sweet taste receptor cells that are switched on by sugar. This activates neurons
across our taste system in the brain.

However, we do not completely understand how these areas represent the intensity of sugar.
Previous studies have only ‘passively’ measured different sugar concentrations, either using
anesthetized animals or behavioral tasks that do not involve decision-making other than licking. But
to accurately evaluate how animals perceive the intensity, active decision-making is required, such us
‘reporting’ the perceived concentration of sugar.

Fonseca et al. set out to answer this question by training rats in a new sweet intensity
discrimination task, in which the rats had to move to the left or right to obtain water as a reward.
This way, the animals could ‘indicate’ how sweet they perceived the sugar water to be. At the same
time, recordings from the three brain areas involved in taste responses were taken (called the
anterior and posterior insular cortices, and the orbitofrontal cortex) to measure how the sugar
intensity is processed in the brain.

The results showed that a small group of neurons within all three areas contained more
information about the sugar intensity than other neurons, suggesting the taste system uses a
compact and distributed code to represent its intensity. The information about sugar intensity was
contained in both the number of nerve impulses and in the precise timing with which these neurons
fired.

Many drinks and high-energy foods often contain large quantities of sugar, and their
overconsumption contributes to the worldwide problems of obesity and its associated diseases.
Therefore, a better understanding of the neurons that code information about the intensity of sugar
could be a starting point for other studies to pinpoint the connections and areas in the brain
involved in our irremediable attraction for sugar.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.002

the animal actively reports has not presently been studied. Likewise, how this representation is trans-
formed into perceptual decision-variables, such as choice, movement direction, and the presence or
absence of reward remains to be elucidated. Here we trained rats in a sucrose intensity discrimina-
tion task and recorded electrophysiological responses in the posterior (plIC), anterior (alC) insular
cortices, and the orbitofrontal cortex (OFC), with the aim of elucidating how these cortices encode
sucrose intensity and use this information to guide behavior.

These three cortical areas are multimodal and chemosensitive and are involved in disgust (plC),
tastant identification (alC), and subjective value and reward (OFC) (Frank et al., 2013; Gardner and
Fontanini, 2014; Jezzini et al., 2013; Jones et al., 2006; Katz et al., 2001; Kusumoto-
Yoshida et al., 2015; Maffei et al., 2012; Maier and Katz, 2013; Verhagen et al., 2004). In
rodents, the pIC has been shown to be involved in taste, disgust, expectancy, and aversive moti-
vated behaviors (Bermudez-Rattoni, 2004; Chen et al., 2011; Fletcher et al., 2017; Gardner and
Fontanini, 2014; Gutierrez et al., 2010; Kusumoto-Yoshida et al., 2015, Wang et al., 2018). In
contrast, the alC is involved in appetitive behaviors, and besides having neurons that respond selec-
tively to sweet taste (Chen et al., 2011), it also has neurons encoding reward probability and reward
omission (Jo and Jung, 2016). Even though both pIC and alC have roles in taste and decision-mak-
ing, their contribution to sucrose intensity guided behavior remains unexplored.

It is well known that OFC is involved in reward and subjective value (Conen and Padoa-Schioppa,
2015; Jo and Jung, 2016; Kennerley and Wallis, 2009; Roesch et al., 2006), and it is a critical
brain region for encoding decision-variables such as choice, movement direction, and reward omis-
sion (Feierstein et al., 2006, Hirokawa et al., 2017, MacDonald et al., 2009; Nogueira et al.,
2017). However, it is not known whether OFC neurons encode decision-variables guided by sucrose
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intensity. Equally unknown is how these variables are encoded along the posterior-anterior axis of
the Insula.

To address these questions, we designed a novel sweet intensity discrimination task in which, to
obtain a water reward, rats had to make a rightward or leftward movement based on the perceived
intensity of sucrose (Cue), while single-unit recordings in the plIC (1348), or alC (1169), or OFC (1010)
were performed. We found that stimulation with sucrose evoked a widespread response in these
three cortical regions, indicating a distributed detection of taste/somatosensory information. 82% of
the evoked responses showed no selectivity to sucrose intensity, whereas 18% could be labeled as
sucrose intensity-selective. These selective neurons conveyed the most information about
sucrose’s sweet intensity. Analyses of the sucrose-evoked responses revealed that, in addition to fir-
ing rates, the spike timing of neurons contains additional information about sucrose’s intensity. Sev-
eral differences and similarities were identified between the evoked plIC, alC, and OFC responses.
Overall, the three recorded areas similarly decoded sucrose concentration and equally tracked the
outcome (reward delivery or omission). A major difference among them was that the OFC neurons
carry information about behavioral choice and movement direction, earlier and with higher quality
than neurons in the Insula. In summary, these data show that the perceived intensity of sucrose is
fully reconstructed from the firing rate and spike timing of a small population of neurons in the plIC,
alC, and OFC.

Results

Behavior

Twenty-eight rats were trained in a one-drop sucrose intensity discrimination task. The trial structure
is depicted in Figure 1A. Briefly, trained rats initiate a trial by first visiting the central port (Return).
Licking at the central spout triggers the delivery of either 10 uL of 3 (Low) or 18 (High) wt% sucrose
(referred to as Cue-D; Stimulus). If a rat chooses correctly (by moving to one of the two lateral ports;
Response), three drops of water are delivered as a reward (Outcome). Error trials were unrewarded.
Subjects achieved the learning criterion (>80% correct) in about 25 sessions (Figure 1B), and the
implantation of an electrode array in one of the three cortical areas did not impair task performance
(paired t-test before vs. after surgery; tp7, = 0.95; p=0.35; Figure 1B). Once the animals learned the
discrimination task, they were tested in a variant named generalization session (Figure 1C). In these
sessions that consisted of 20% of the trials, rats were required to classify 0, 3, 4.75, 7.5, 11.75, or 18
wt% sucrose as either ‘Low’ or ‘High’ (referred as Cue-G). In these trials, no reward was delivered
(Reward omission) to avoid imposing an arbitrary Low/High threshold that could bias the behavioral
report of the perceived sweetness intensity. In Cue-G trials the percentage of ‘High’ responses
increased with increasing sucrose concentration (Figure 1D), thus showing that the animals used
sucrose intensity as a cue to solve the task (since its quality is unchanged (Pfaffmann et al., 1979)).
Surgery did not impair perceptual judgments based on sucrose intensity (see Before vs. After sur-
gery; Figure 1D).

Other behavioral measurements, related to palatability (Perez et al., 2013; Spector et al., 1998),
revealed that the latency to stop licking after High Cue-D delivery (18% sucrose) was longer
(0.74 + 0.02 s) than for the Low Cue-D (3% sucrose; 0.58 + 0.01 s; p < 0.0001). A similar trend was
observed for generalization cues (i.e., Cue-G trials), in that rats exhibited a longer time to stop lick-
ing in trials where sucrose intensities were >to 4.75% relative to Low Cue-D (One-way ANOVA:
F7.13600 = 17.10; p < 0.0001; Dunnett post-hoc; Figure 1E). Furthermore, we analyzed the relation-
ship between licking and task performance and found that rats lick more rhythmically and similarly
for both cues in sessions where their performance was better. This is reflected by a positive correla-
tion between Low and High licking PSTHs and task performance (r = 0.17, p < 0.003; see Figure 1—
figure supplement 1). Thus, rats did not solve the task by licking differently for both cues.

In the Return epoch, rightward movements (left to center port direction) were faster than leftward
(right to center port) movements (Figure 1F). In contrast, during the Response epoch, leftward or
rightward movements were not significantly different (Figure 1G), and therefore these movements
were independent of the sucrose concentration. Interestingly, rats moved faster in the Response
than in the Return period, perhaps a result of the water reward (compare Figure 1F vs. Figure 1G).
Finally, in the Outcome epoch, rats rapidly detected when the reward was omitted (Cue-G trials and
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Figure 1. Behavioral report of sucrose’s sweet intensity in a one-drop discrimination task. (A) Structure of a single trial. The behavioral box was
equipped with three spouts each connected to a pressure-controlled solenoid valve that delivered 10 uL drops (not shown, see Materials and methods).
One spout was in the central (stimulus) port and the others in the left and right lateral (choice) ports. After the first trial, in the Return epoch, animals
after obtaining one of the outcomes in the lateral ports, returned to the central port to begin a new trial. In the Stimulus epoch, after two or three dry
licks, the cues (Cue-D -for discrimination) were delivered, and the animals had to make a High/Low decision as to which lateral port to go (Response
epoch). If they choose correctly, a water reward was delivered in the Outcome epoch. Errors were unrewarded. Thus, in this task, the perceived intensity
of sucrose (i.e., concentration) served as a discriminative cue (Cue-D, see the red tick and drop). (B) Performance (percent correct choices) across
training days before (dashed line squares) and after (circles) electrode implantation. (C) Interleaved in sessions, all animals were tested in a variant of
the above-described intensity discrimination task -named generalization sessions. These sessions were composed of 80% discrimination trials (3% Low/
18 wt% High) that were rewarded as indicated in ‘A, and 20% generalization trials; that is, 0, 3, 4.75, 7.5, 11.75, and 18 wt% sucrose cues (named Cue-

Figure 1 continued on next page
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G). For generalization trials, rats were required to ‘classify’ these sucrose concentrations as either a ‘Low’ or ‘High,’ but these trials were unrewarded.
(D) The percent responses to the ‘"High’ port during discrimination (Cue-D) and generalization (Cue-G) trials increases as the sucrose concentration
increase. Note that the psychometric function was nearly identical both before (dashed line squares) and after surgery (circles). (E) Latency to stop
licking after cue delivery. On average, the higher the sucrose concentration, the longer the latency to stop licking. (F-G) Movement time for making a
leftward or rightward movement in the Return and Response epochs. (H) Time spent licking, in the Outcome epoch, in Cue-D trials that received water
as a reward was longer then in Cue-G trials where the water reward was omitted. * Statistically significant with an alpha level of 0.05.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.003

The following figure supplements are available for figure 1:

Figure supplement 1. In sessions with rats having better performances, they licked similarly for both cues.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.004

Figure supplement 2. Extracellular recordings were obtained in either the posterior, anterior Insular cortices (plC or alC), or orbitofrontal cortex (OFC).
DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.005

Cue-D error trials). That is, they spent more time licking when water was delivered than when it was
omitted (Figure 1H; see Supplementary file 1 for statistics). In sum, by using only a 10 uL drop of
sensory stimulation, rats can make accurate perceptual decisions based on the perceived concentra-
tion of sucrose.

Electrophysiology

A total of 1348, 1169, and 1010 single-units were recorded from plIC, alC, and OFC, respectively
(see Figure 3—figure supplement 1A). Of these neuronal responses 480, 403, and 337, respectively
were recorded in generalization sessions and the rest in discrimination sessions (with only cue-D tri-
als). Recordings were performed unilaterally in the left hemisphere. Schematics and location of the
recording sites are seen in Figure 1—figure supplement 2.

Modulation profiles of Cue-D discrimination trials

The temporal activation pattern of the neural responses in plC, alC, and OFC was classified as a
function of the evoked response (Cue-evoked or Non-evoked), modulation profile (Phasic, Tonic, or
Coherent; see Table 1), and selectivity (either Non-selective or Intensity-selective; see Table 2).
Most recorded neurons exhibited a statistically significant evoked response 90.6% (1221/1348),
97.4% (1139/1169), and 92.8% (937/1010) for the plC, alC, and OFC, respectively. The remaining
neurons, named Non-evoked, were 9.4% (127/1348), 2.6% (30/1169), and 7.2% (73/1010), respec-
tively. Cue-evoked responses were then further classified according to five characteristic modulation
profiles: Phasic, Tonic-Inactive (Inact), Tonic-Active (Act), Lick-coherent Inactive (Coh-Inact), and
Active (Coh-Act) (Table 1).

Given that rats could use a drop of sucrose to make accurate perceptual decisions based on its
intensity (Figure 1), we explored the neural correlates of these decisions in the pIC, alC, and OFC.
Figure 2 depicts the raster plots and corresponding peri-stimulus time histograms (PSTHs) of repre-
sentative examples of Intensity-selective Cue-D evoked responses recorded in each of the three cor-
tical regions. Examples of Non-selective Cue-D responses are shown in Figure 2—figure
supplement 1. Action potentials are depicted as black ticks and were aligned to Cue-D delivery
(time = 0 s). Trials were sorted as a function of Low (3% -green) and High (18 wt% -red). The left

Table 1. Cue-Evoked and Non-Evoked neurons.

. . Cue-Evoked responses Non-Evoked
Brain region
Phasic Inactive Active Coh-lnac Coh-Act Non-Mod Coh-NonEvo
plC (n=1348) 75 (5.6) 217 (16.1) 193 (14.3) 414 (30.7) 322 (23.9) 53 (3.9 74 (5.5)
alC (n=1169) 67 (5.7) 202 (17.3) 192 (16.4) 317 (27.2) 361 (30.9)* 7 (0.6)* 23 (2)*
OFC (n=1010) 27 2.7)%# 386 (38.2)*# 265 (26.2)*# 169 (16.7)*# 90 (8.9)*# 62 (6.1)*# 11 (1.1)*

Number of Cue-D responsive neurons (%). Data in bold indicate statistically different against plC (*) or alC (#), detected by a chi-squared test. Alpha level

set at 0.05.
DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.006
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Table 2. Cue-Evoked responses: Non-selective and Intensity-selective neurons.

Neuroscience

Cue-Evoked responses

Brain region Phasic Inactive Active Coh-Inac Coh-Act Total
Non-Sel Int-Sel Non-Sel Int-Sel Non-Sel Int-Sel Non-Sel Int-Sel Non-Sel Int-Sel Non-Sel Int-Sel
plC (n=1348) 55(@4.1) 20(1.5) 198 (147) 19(1.4) 171(12.7) 22(1.6) 325 (24) 89 (6.6) 272(20.2) 50 (3.7) 1021 (75.7) 200 (14.8)
alC (n=1169) 55@.7) 12(1) 183 (15.7) 19(1.6) 155(13.3) 37 (3.2)* 254 (21.6) 63 (5.4) 283 (24.2) 78 (6.7)* 930 (79.6) 209 (17.9)
OFC (n=1010) 21 (2.1)*# 6 (0.6)* 336 (33.3)*# 50 (5)*# 204 (20.2)*# 61 (6)# 124 (12.3)*# 45 (4.5)* 65 (6.4)*# 25 (2.5}# 750 (74.2) 187 (18.5)*

Number of Non-selective and Intensity-selective neurons (%). Data in bold indicate statistically different against pIC(*) or alC (#) detected by a chi-squared

test. Alpha level set at 0.05.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.007

column shows three different neurons that exhibited selective phasic responses to 3 wt% sucrose in
the plIC, alC, and OFC, respectively. Examples of the Tonic-Inactive (second column) revealed a
selective inhibition for 3 wt% sucrose (Low-preferred). After Cue-D delivery, the Tonic-Active neu-
rons exhibited a sustained increase in firing rate (third column; the upper and lower panels depict a
Low-preferred neuron, whereas the middle panel a High-preferred response). The last two columns
on the right-hand side display examples of neurons that fired synchronously with licking (named
Lick-coherent) and, after Cue-D delivery, exhibited either a decrease (Coh-Inact) or an increase (Coh-
Act) in their firing rate.

Intensity-selective neurons were recorded in all three cortical regions and for all five classes of
evoked responses, although with different proportions (see Figure 3—figure supplement 1A and
Table 2; see Supplementary file 2 for statistics). In general, pIC and alC Intensity-selective neurons
exhibited more similar responses between them than those found in the OFC (see Table 2). The
only exception was that the alC contained more Intensity-selective neurons with Tonic-Active and
Coh-Act responses than the plC. In contrast, the OFC had more Intensity-selective neurons exhibit-
ing Tonic-Inactive and Active responses (Table 2). Overall, the percentage of Intensity-selective neu-
rons were 14.8%, 17.9%, and 18.5%, in the plIC, alC, and OFC, respectively (see Table 2; Total,
Inten-Sel). These data show that Intensity-selective neurons are found along the posterior-anterior
taste neuroaxis.

To determine, in fine-grain detail, the differences in licking and its impact upon neuronal
responses, in Figure 2, we also depicted the corresponding PSTHs of licking behavior and the times
where the lick rate was significantly different between Low and High cues (see dashed lines). We
found that 45.1% of all Intensity-selective neurons have a ‘best-window’ (interval with maximal dis-
crimination between concentrations) with no differences in licking (see Figure 2 grey-line above the
PSTHs). The remaining 54.9% of neurons have a lick rate difference inside the best-window, but
most frequently they only covered a small fraction of the window (Figure 2—figure supplement 2).
Specifically, the overlap of the lick rate differences covered 31.4% of the entire best-window (Fig-
ure 2—figure supplement 2). Thus, we conclude that is unlikely that most sucrose intensity repre-
sentation can be attributed to differences in licking behavior.

Figure 3A shows the color-coded population PSTH of the responses of all Intensity-selective neu-
rons in each brain region, sorted as a function of the modulation profile and preferred concentration.
What is clear in the figure is that diverse temporal patterns are evoked in response to the delivery of
the Cue-D (time = 0 s). The evoked responses can be transient, sustained, or oscillatory, with either
increasing or decreasing firing rates.

In the Stimulus epoch, the population responses revealed that the plC and alC were more
excited, whereas the OFC was inhibited (Figure 3—figure supplement 1B), suggesting an opposite
interaction between the Insula and OFC during licking behavior. In agreement with the idea that in a
default brain-network state, these two brain regions function out of phase (Gutierrez-
Barragan et al., 2018). In line with previous studies (de Araujo et al., 2006; Gutierrez et al., 2010),
we found among these taste cortices that the pIC (60.3%) and alC (59.5%) had a higher proportion
of (either increasing or decreasing) lick-induced oscillatory responses than the OFC (27.6%). Like-
wise, we found that the coherence values of the OFC (0.24 + 0.005) were significantly lower relative
to pIC (0.26 + 0.003) and alC (0.26 + 0.003) (F2, 1672=3.77; p = 0.02) (Figure 3—figure supplement
3A). Therefore, the pIC and alC had not only a higher proportion of Lick-coherent neurons than
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Figure 2. Representative Intensity-selective Cue-evoked responses in the rat plC, alC, and OFC. Representative raster plots and PSTHs (in spikes/s
solid lines) of sucrose Intensity-selective neurons belonging to each of the five classes of evoked responses in the plC (upper), alC (middle), and OFC
(lower) rows: Phasic, Tonic-Inactive, Tonic-Active, Coh-Inactive, and Coh-Active. Coh indicates they are coherent with licking. These exemplar neuronal
responses discriminated between 3 and 18 wt% sucrose (Intensity-selective neurons). Most of the Cue-evoked responses were Non-selective to sucrose
intensity, and individual examples are presented in Figure 2—figure supplement 1. Action potentials are depicted as black ticks around —0.3 t0 0.6 s,
from Cue-D delivery (time = 0 s). Only correct trials were included in these plots. The horizontal black line separates the sorted trials according to
Cue-D delivery. The licks after 3 and 18 wt% sucrose are indicated by green- and red-shaded area, respectively. The times that animals were licking at
the central spout before cue delivery are shown in the shaded gray areas. Also shown are the PSTHs for licking (Licks/s; at right axis) either for Low
(green-dashed) or High sucrose (red-dashed line). The rectangle in cyan highlights the best-window where the responses to 3 and 18 wt% sucrose are
statistically distinct as determined by a Wilcoxon rank-sum test. The gray horizontal line on top indicates the times where the lick rates were significantly
different.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.008

The following figure supplements are available for figure 2:

Figure supplement 1. Representative Cue-evoked non-selective responses in the plC, alC, and the OFC.
DOV https://doi.org/10.7554/eLife.41152.009

Figure supplement 2. Times in % where the lick rate differences overlapped the best-window.

DOV https://doi.org/10.7554/eLife.41152.010

OFC, but also IC neurons were better entrained with rhythmic licking. More importantly, we also
uncovered, for the first time, that the level of coherence was significantly higher in the Stimulus-
epoch in comparison with the pre-Stimulus and the Outcome epochs (all p's < 0.0001), suggesting
that lick-spike coherence reflects more than oromotor responses, perhaps it prepares taste cortices
to receive sensory inputs.

For the neuronal populations of each brain region, a linear decoder was used to estimate the
accuracy for discriminating Low and High sucrose trials (Meyers, 2013; see Materials and methods).
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Figure 3. A subpopulation of Intensity-selective neurons decodes sucrose concentrations (3 vs. 18 wt%) better than other neuron classes. (A) The color-
coded PSTHs of the five Cue-evoked responses in plC (left panel), alC (middle panel), and OFC (right panel) sorted by modulation profile and Intensity-
selectivity (Low/High). Response types were first sorted from top to bottom as follows: Phasic (orange vertical line at the left edge), Inactive (dark blue),
Active (red), Lick-coherent Inactive (cyan), and Lick-coherent Active (magenta). The white horizontal dashed lines separate each modulation profile as a
function of Low and High selectivity (see green and red vertical lines at the left edge). Each row represents the firing rate normalized in Z-score of a
neuronal response aligned to 3 (Low, left panel) and 18 wt% (High, right panel) sucrose delivery (time = O, black vertical line). (B) Percent decoding
accuracy of sucrose intensity achieved by the neurons recorded in pIC, alC, and OFC. Each colored bar represents a different group of neurons: Non-
evoked (gray), All (black), Non-selective (blue), and Intensity-selective (red). A black dashed line indicates the 50% chance level, and the upper dashed
line the behavioral performance. * Indicates significant differences against the Non-evoked population, while # indicates significant differences against
All group. Only correct Cue-D trials were included for analysis. The white horizontal line in each bar indicates the percent decoding achieved by each
population when spike timing information was removed (i.e., shuffled spikes but maintaining same firing rates). The gray horizontal lines depict the
contribution of noise correlations for population decoding.

DOV https://doi.org/10.7554/eLife.41152.011

The following figure supplements are available for figure 3:

Figure supplement 1. The population temporal activation pattern of all neurons recorded in the posterior IC (n = 1348), anterior IC (n = 1169), and the
OFC (n = 1010), elicited in rats by a single10 pL drop of 3 and 18 wt% sucrose.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.012

Figure supplement 2. Noise correlation is removed after shuffling the order of trials.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.013

Figure supplement 3. The coherence between licks and spikes is larger after Cue-D delivery in the Stimulus epoch than in pre-Stimulus and Outcome.
DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.014
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As seen in Figure 3B, the contribution of the Non-evoked responses (grey bars) was found to be at
chance level (50%), indicating that they contained little, if any, information about sucrose intensity. In
contrast, all Cue-D evoked neuronal responses (All- black bars) significantly decoded sucrose con-
centrations above chance level (Figure 3B). Importantly, we found that the small population of Inten-
sity-selective neurons (red bars) contained more information than the larger Non-selective
population (blue bars).

Interestingly, the Non-selective group also decoded sucrose intensity significantly above chance
level. One possibility is that they have subtle differences in firing rates that are not consistent
enough across trials to produce a significant effect at single neuronal level. However, at the popula-
tion level there is sufficient information about sucrose intensity. Alternatively and despite their similar
firing rates (spike counts) evoked by Low and High Cue-D, these neurons could use spike timing to
discriminate sucrose concentrations (Gutierrez and Simon, 2013). To test this hypothesis, the spikes
of all Non-selective neurons were shuffled without changing their average firing rates. When the
spike timing information was eliminated from these neuronal responses, their ability to decode
among the sucrose’s intensities dropped to chance level (Figure 3B; see the horizontal white lines
across the blue bars). Thus, the additional information in the Non-selective population was likely con-
veyed by precise spike timing patterns of activity.

The decoding algorithm also revealed that the Intensity-selective neurons in the three cortical
regions decoded sucrose intensity better than Non-selective neurons (Figure 3B; red bars). It is
unlikely that these results were due to the differences in the population size since Intensity-selective
neurons were always fewer in number than the Non-selective and All Cue-evoked neurons. Thus, the
Intensity-selective population (i.e., less than 18% of neurons) contained more information about
sucrose intensity than the entire population. These data suggest the existence of a neuronal repre-
sentation of sucrose concentration across these three gustatory cortical regions. That is, each taste
cortex seems to contain a copy of this information. Finally, we note that by removing the spike tim-
ing information contained in the Intensity-selective neurons, their percent decoding dropped to
nearly chance level, indicating that the neural representation of sucrose intensity is also conveyed in
the spike timing of neurons.

It has been reported that spike counts in a pair of simultaneously recorded neurons, elicited by a
stimulus, can covary across the session, a phenomenon denominated as noise-correlation and these
correlations are thought to covary with attentional, behavioral, and overall brain-state of the network
(Averbeck et al., 2006). Although the function of noise-correlations is not completely understood, it
is well known that they could affect (either increase or decrease) population decoding
(Averbeck et al., 2006; Averbeck and Lee, 2006; Carnevale et al., 2013, Cohen and Kohn, 2011;
Zohary et al., 1994). For this reason, we also determined the impact of removing the noise-correla-
tions on the decoding accuracy of sucrose intensity. We found that plIC (0.21 + 0.005) had a signifi-
cantly higher noise-correlations in comparison to alC (0.19 + 0.006) and OFC (0.19 + 0.007) (F2,35¢) =
7.85; p = 0.0005; Figure 3—figure supplement 2A). Nevertheless, removing noise-correlations by
shuffling trials (Figure 3—figure supplement 2B) did not significantly affect decoding accuracy in
any population or recorded brain region (Figure 3B see the grey horizontal lines). Therefore, at least
in these experiments, noise-correlations do not have a significant effect over decoding of sucrose
intensity.

We next determined which class of Cue-evoked responses contained sufficient information to
decode sucrose'’s intensity. To achieve this, we ran the neural classifier using a single neuronal popu-
lation. In all three regions, the Coherent-Inactive and Coherent-Active had better percentage

Table 3. Percent decoding accuracy of sucrose’s intensity, when only one a single population, at a time, was included in the analysis.

Brain region Non-Evo All Phasic Inactive Active Coh-lnac Coh-Act All-Tonic All-Coh
plC 527 +0.6 67.6 +1.3 60.2+ 1.7 53.1+£05 53.5+ 0.6 62.0+ 1.2 61.6 +0.8 543+ 0.6 66.6 +1.2
alC 50.4 +0.3 65.7 £ 0.9 54.7 £ 1.1 521 +04 554+ 0.4 60.0 £ 0.7 62.1+0.8 55.1+0.5 65.6 £+ 0.9
OFC 548 +0.5 71.0+ 1.6 56.6 + 1.4 553+ 0.6 61.1+1.1 62.7 £1.1 659+ 1.5 60.8 + 1.0 69.3+1.6

Percent decoding accuracy (mean + sem). Data in bold indicate statistically different relative to Non-Evoked neurons by using a one-way ANOVA and a
Dunnett’s post hoc. Alpha level set at 0.05.
DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.015
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decoding accuracy than the Non-evoked control group (Table 3). Moreover, in the pIC, alC, and
OFC combining All-Coherent neurons (All-Coh) achieved the best sucrose decoding nearly matching
that of the entire population (All). Thus, Lick-coherent populations contained sufficient information in
their responses to decode sucrose intensity.

Finally, to further determine which population contained information necessary to decode sucrose
intensity, we performed a dropped population analysis (Gutierrez et al., 2006). In this analysis, only
one population at a time was removed, and its decoding accuracy was compared against the decod-
ing achieved by All the Cue-evoked populations combined (Table 4; referred as ‘All'). In the three
cortical regions, the percent decoding accuracy was significantly reduced only when the two Lick-
coherent groups were dropped from the entire population (compare All-Coh vs. ‘All;" Table 4). In
sum, both analyses suggest that the neural responses of the Lick-coherent neurons were both suffi-
cient and necessary to decode sucrose intensity information.

Coding profile

Having described the modulation profile evoked by two sucrose concentrations, we next character-
ized whether neurons in the three recorded cortices encode sucrose's concentration-dependent
information and decision-variables. We first describe neuronal responses that encode information
about sucrose’s concentrations. This is followed by neuronal responses that correlate with animal
choices (‘Choice neurons’), Direction (neurons with responses selective to either leftward or right-
ward movements), and finally, neurons that track the Outcome (responses that indicate the presence
or absence of reward). We also discuss the overlapping among these populations.

Concentration-dependent sucrose responses (Cue-G trials)

To determine if there was a neuronal subpopulation that tracked sucrose concentrations among the
Intensity-selective (Cue-D) neurons, we evaluated neural responses during generalization trials (Cue-
G: 3,4.75, 7.5, 11.75, or 18% sucrose). In these sessions, we recorded a subpopulation of 480, 403,
and 337 neurons from the plC, alC, and OFC, respectively. Similar to the Cue-D sessions, in the gen-
eralization sessions, we found that 94.1 + 1.3% could be classified as Cue-evoked neurons and that
from these, 83.3 + 1.5% were Non-selective and 16.7 + 1.5% were Intensity-selective. From the
Intensity-selective population, the proportion that tracked the sucrose concentration (either posi-
tively or negatively) was 28.8% (19/66), 36.1% (26/72), and 32.3% (20/62) in the pIC, alC, and OFC,
respectively. Figure 4A shows raster plots and PSTHs of three representative neurons recorded in
the plC, alC, and OFC whose responses increased with sucrose’s concentrations. That is, during the
‘best window’ (cyan-shaded rectangle), these neurons responded with increasing activity to increas-
ing sucrose concentrations (see Insets). We also identified neurons with an activity that negatively
correlated with sucrose concentrations (Figure 4B). The population activity of all neurons with
increasing (red) or decreasing (blue) responses was similar across the three cortical regions
(Figure 4C). Thus, all three of these cortical areas have neurons that track the sucrose concentration.

Neurons involved in choices

Having demonstrated how sensory information about the sucrose concentration is encoded, we next
identified neurons whose activity correlated with the animal’s behavioral choices. For this, in the
Stimulus and Response epochs, we calculated the correlation between the neuronal activity and the
perceptual intensity choices made by the animals on a trial-by-trial basis. To quantify the extent to

Table 4. One population dropped analysis: Decoding sucrose intensity excluding only one population from All neurons.

Brain region All Phasic Inactive Active Coh-Inac Coh-Act All-Tonic All-Coh
plC 67.8+1.3 58.5+ 1.7 68.1+1.3 685+ 1.3 63.4+0.9 640+£1.2 685+ 1.2 58.0 £ 0.7
alC 65.9+0.8 634 +20 66.3+0.9 65.1+£0.9 62.7 £ 0.7 61.2+0.7 66.1 £0.9 55.8 £ 0.5
OFC 71217 63.1+3.0 72617 688 + 1.5 67.6+15 669 £ 1.3 705+ 1.6 62.1+1.1

Percent decoding accuracy (mean + sem). Data in bold indicate statistically different in comparison with the All subpopulation by using a one-way ANOVA
and a Dunnett’s post hoc.

Note that values in the "All" group are not identical to those in Table 3 due to random sampling in the population decoder.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.016
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Figure 4. pIC, alC, and OFC neurons track sucrose concentrations with either increasing or decreasing firing rates. (A) Raster plots and PSTHs of three
representative Sensory neurons, with a positive correlation, recorded in pIC (left), alC (middle), and OFC (right panel). Responses were aligned to
Cue-G delivery (i.e., 3,4.75, 7.5, 11.75, 18 wt%). The colormap on the right indicates the five sucrose concentrations delivered in the generalization
trials. Each row represents a single trial and trials were sorted according to the sucrose concentration. The cyan-shaded rectangles display the ‘best

Figure 4 continued on next page
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Figure 4 continued

window,” in which the firing rates best correlated with sucrose concentrations (see Materials and methods for additional details). Same conventions as in
Figure 2. The Insets displayed the firing rates in the ‘best window’ where responses had the best Pearson correlation coefficient against sucrose
concentrations. (B) Representative examples of chemosensory neurons with negative correlation, recorded in pIC, alC, and OFC. Same conventions as
in A. (C) Normalized activity (relative to the 3 wt% trials) of all Sensory neurons that correlated either positively (red) or negatively (blue) with increasing
sucrose’s concentrations. Only generalization trials (Cue-G) were included in the analysis.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.017

which the neuronal responses could be underlying the behavioral decisions we compared psycho-
metric and neurometric generalization curves (see Materials and methods and de Lafuente and
Romo, 2005). Initially, we aligned the responses to the onset of the Stimulus epoch, but no signifi-
cant neuronal responses were detected in this epoch (data not shown). In contrast, Choice-related
responses were found in the Response epoch in the alC and the OFC. Since in the plIC only two
Choice neurons were detected (Figure 5—figure supplement 1B), no conclusions were drawn for
this cortical area. The left panel of Figure 5A shows the PSTHs of a ‘Low-preferred’ alC choice neu-
ron (left panel) whose activity decreased with increasing sucrose concentrations. The right panel
shows a 'High-preferred’ OFC neuron that exhibits higher firing rates for trials > 4.75% sucrose and
that fired less for <3% sucrose (Figure 5A, right panel). The cyan-shaded rectangle in the PSTHs
depicts the window where neural responses best-predicted animal’s choices. It is seen that especially
in OFC, the resulting neurometric function followed the psychometric function (Figure 5A, insets).
The averaged neurometric function of all 8 alC (of 403; 2.0%) and 18 OFC (of 337; 5.3%) Choice-
related neurons that covaried significantly with the behavioral psychometric function are shown in
the left and right panel of Figure 5B, respectively. However, only in the OFC were the confidence
intervals of the slopes overlapped, indicating that neuronal responses in this area better followed
the behavioral choices, in comparison to the alC. To determine the temporal dynamics of choice
selectivity (Low vs. High), we plot a ROC index across the Response epoch (Figure 5C). We
observed that alC neurons encoded the choice only when the rat is responding (time >0 s), while
OFC Choice neurons discriminated between sucrose concentrations before subjects started to com-
municate their choice. That is, OFC neurons encoded the subject’s choice while the animals were still
licking in the central port (time <0 s). In sum, OFC neurons carry information about sucrose intensity
judgment earlier than alC neurons.

Instead of using sucrose intensity, we note that the animals could be using palatability to gener-
ate their behavioral responses. To investigate this possibility, we used the sucrose-evoked lick rate
to construct a palatability generalization function that we then compared with the psychometric gen-
eralization function. The results show that licking responses could be used to predict behavioral
responses in only 1 out of 171 sessions. Moreover, no Choice-related neurons were recorded from
this session (data not shown). Therefore, we consider it is unlikely that rats guided their choices
based on oromotor sucrose -evoked palatability responses but rather favor the idea that rats make
decisions based on sucrose’s intensity.

Preferred direction neurons

Previous studies have demonstrated the existence of neurons in the OFC that encoded information
about movement direction (Feierstein et al., 2006; MacDonald et al., 2009; Roesch et al., 2006).
To both confirm and extend those studies we determined if there was a similar movement-direction
coding in the plIC, alC, and OFC. This was accomplished by employing a Receiver Operating Charac-
teristic (ROC) curve (Green and Swets, 1966) which determined how distinguishable were the firing
rate distributions of two events (i.e., leftward vs. rightward movement). The area under the ROC
curve was scaled from —1 to +1, providing a Preference Index (P;,gex), Where —1 means a complete
preference for leftward direction, +1 a complete selectivity toward the rightward direction, and 0
indicates no preference. Then, using the firing rates, we computed Pj,gexs for the Return and
Response epochs.

In the Response epoch, rats moved from the center port to a lateral port (left/right) whereas in
the Return epoch go from a lateral port to central port (left/right; see schematics Figures 1A and
6A). Thus, both epochs shared a similar, leftward or rightward, movement direction. We reasoned
that Direction-selective neurons should fire for movements sharing a direction, but that may occur at
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Figure 5. OFC Choice neurons carried information about the subjects’ decisions earlier than in the alC. (A) Examples of an alC (left panel) and an OFC
(right panel) neuronal response aligned to the last lick given at the central spout. Firing rates covaried with subject’s Low or High choices. After the last
lick in the central spout, subjects must walk to one of the lateral spouts. The colormap indicates the sucrose concentration. The PSTHs show the firing
rates before and after rats had initiated the response movement. The cyan-shaded rectangle indicates the ‘best window’ where neural activity tracked
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subject’s choices, see Inset for psychometric (black) and neurometric (red) functions of each neuron. (B) Mean percentage of correct behavioral
responses (psychometric curve, black sigmoid) and neuronal responses (neurometric curve, red sigmoid) of 8 alC and 18 OFC neurons that tracked
choice along the Response epoch. Responses to discrimination (Cue-D) and generalization (Cue-G) trials are depicted on the left and right side of the
sigmoid, respectively. Data are expressed as mean + sem. (C) ROC index across the Response epoch for the alC (left) and the OFC (right panel)

neurons.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.018
The following figure supplement is available for figure 5:

Figure supplement 1. OFC Choice neurons display a better accuracy (% correct responses) than plC and alC neurons.
DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.019

different spatial locations. In the three cortices studied, we identified neurons that exhibited direc-
tion selectivity. Figure 6A shows three neuronal responses that exhibited either a Leftward-pre-
ferred selectivity (upper and lower panel) or a Rightward-preferred selectivity (middle panel). That is,
the Leftward-preferred responses increased for leftward movements and did not respond to right-
ward movements (Figure 6A, cyan PSTHs). The middle panel shows a neuronal response from the
alC that fired better for a Rightward movement. The three panels in Figure 6B show, for all Direc-
tion-selective neurons in the three areas, the scatter plot of the Return’s Pj.4ex relative to the
Response’s Pj,gex. The black arrows indicate the Pigexes fOr the three representative neurons shown
in Figure 6A. Note that Pj,gex values closer to the diagonal denote similar direction selectivity for
the Return and Response epochs.

We also found that Direction-selective neurons displayed similar responses for Correct and Error
trials (see raster plots), supporting the notion that movement direction was the primary feature mod-
ulating their firing rates. We note that the OFC had the best representation of direction selectivity
tuning (Response’s Pindexi One-way ANOVA: Fp;, 442 = 6.1; p < 0.0001). A Bonferroni post hoc con-
firmed that OFC had a better representation of direction selectivity in comparison to plC and alC
(p < 0.05 and p < 0.01, respectively). Another more complete example of direction selectivity can be
seen in its population activity in both task epochs (Figure 6C; also see the magnitude of Z-scores),
with OFC yielding the greatest differences. To this point, a higher proportion of Direction-selective
neurons was found in OFC (19.1%) in comparison to plC and alC (10.8%, ¥ = 23.85, p < 0.0001%
and 10.8%, X2 = 22.32, p < 0.0001, respectively; Figure 6B). Note that most of these neurons were
Right-Selective neurons (Insets Figure 6B) perhaps because we recorded unilaterally in the left hemi-
sphere. Overall, these data reveal that more OFC neurons tracked movement direction in compari-
son to both areas of the IC.

Outcome responsive neurons

Once the subjects are in the lateral goal-port, they would or would not receive water according to
their choice (Correct or Error) and trial type (discrimination (Cue-D; water) or generalization (Cue-G;
no water)). Recall that in Cue-D trials, reward delivery depends upon task performance whereas, in
Cue-G trials, no reward was delivered regardless of choice. Thus, for Cue-G trials of 3 and 18 wt%
sucrose, rats could not predict if the reward would be delivered or omitted. Therefore, by analyzing
all rewarded vs. unrewarded trials (regardless of choice), we could disambiguate whether neurons
tracked the outcome. In this regard, we identified a subpopulation of neurons that selectively fired
for reward omission vs. reward delivery. Figure 7A displays the raster plots and PSTHs of three rep-
resentative neurons. The plC and OFC neurons did not respond to reward omission (RWO-named
the Inactive population), but they fired to rewarded trials (RW- see dashed PSTHs). In contrast, the
alC neuron fired after reward omission (named Active population), while no responses were
observed during reward delivery (Figure 7A, middle panel). Note that the pIC (57.1% vs. 17.9%) and
the alC (45.7% vs. 28.3%) had a higher proportion of neurons with Inactive than Active responses
after reward omission ()(2 = 72.88, p<0.0001 and xz = 12.05, p = 0.0005; respectively); while the
OFC the proportion was similar (36.5% vs. 42.4%; x? = 1.1, n.s.), suggesting that pIC and alC exhib-
ited a bias toward having more neurons with Inactive responses after reward omission relative to
OFC neurons. The population responses of both Inactive and Active Reward Omission neurons are
seen in Figure 7B.
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Figure 6. Movement direction coding in plC, alC, and OFC. (A) Three representative examples of movement direction neuronal responses in the plC,
alC, and the OFC are depicted in the upper, middle and lower panel, respectively. In the rasters, each row is a single trial aligned to the beginning of
the Response (left) and Return (right) epochs. Trials were sorted according to the movement direction and task performance: rightward (purple) and
leftward (cyan) and error and correct trials. Each black tick represents a single spike. Below the rasters are displayed its corresponding PSTHs. The error
trials were omitted for clarity. (B) Preference Indices for left (—1) or right (+1) side during the Return vs. the Response epoch (see

Materials and methods). The quadrants in gray indicate where the Rightward- (purple circles) and Leftward-selective (cyan triangles) neurons are
expected to be. The Inset depicts the proportion of neurons with Left/Right selectivity. The black arrows signal the examples displayed in panels A. (C)
Normalized firing rates for Rightward- (upper) and Leftward-selective (lower panel) neurons, during the Response (left) and Return (right side) epochs.
Data are expressed as mean + sem. It is seen that the OFC exhibits the greatest difference in the Z-scores in comparison to plC and alC.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.020

Figure 7C depicts the lick rates during reward delivery (dashed line) and omission (solid line).
Note that the rats rapidly detected reward omission since they stopped licking faster when water
was omitted (the arrows indicate the second rewarded lick after delivery of the first water reward -
time = 0 s- for RW trials; also see Figure TH).

Finally, to quantify, the temporal dynamics of behavioral and neural decoding of the outcome, we
ran a population decoder analysis. The data presented in Figure 7D revealed that pIC, alC, and
OFC contain neurons that detect and provide more information about reward omission than licking
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Figure 7. Neurons in pIC, alC, and OFC are sensitive to reward omission. (A) Shown are three representative neuronal responses from the plIC (left
panel), alC (middle panel), and OFC (right panel) that encoded reward omission (RWO). The raster plot was aligned to water delivery upon the second
lick in a goal-port lateral spout. The first lick was always dry. In the raster plots, the first two rows are for the rewarded (RW) Low (3%) and High (18%)
correct discrimination trials. The sessions below were for the six types of generalization trials that were not rewarded (RWO; Cue-G trials). The sucrose

Figure 7 continued on next page
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Figure 7 continued

concentration is indicated by the color-coded bar on the right side. Below are the PSTHs for Cue-D discrimination trials (dashed lines) and Cue-G
generalization trials (solid lines). The blue-shaded rectangle indicates responses in Outcome epoch. (B) Population activity (Z-score) of the Inactive
(upper panel) and the Active Reward-omission population (lower panel). These reflect those responses that either decreased or increased their firing
rates after reward omission (continuous blue lines) relative to reward delivery (blue dashed line). (C) Lick rates from all generalization sessions.
Continuous and dashed black lines indicate lick rates during reward omission and rewarded trials, respectively. The population PSTHs, of the firing and
lick rate, were expanded from —0.2 to 0.6 s from the second lick to better appreciate the difference in firing and lick rates elicited by outcome delivery
or omission. Note that the subjects required only one additional lick to detect reward absence (see arrows). (D) Decoding accuracy of the population of
Outcome neurons discriminating between rewarded and unrewarded trials, using either the firing rates (blue) or the lick rates (black). The horizontal
dark-gray line depicts where differences reached statistical significance.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.41152.021

behavior itself. That is, the decoding accuracy was better when the algorithm used spiking activity
(blue line) instead of the licking rates (black line). Our results suggest that all three of these cortical
taste regions are highly sensitive to both reward delivery and reward omission.

Integration and overlap among coding profile

Given that neurons encoding sensory and decision-variables were detected in different task epochs,
we tested if there were any overlapping populations. This was accomplished using a Fisher’'s exact
test to determine if the proportion of neurons that belong to two coding categories was above-
expected chance levels. Figure 8A depicts a contingency table of the pairwise comparison of each
coding profile category. For example, the left and middle quadrants indicates the number of neu-
rons that encodes both Sensory and Direction (the parenthesis indicates the corresponding percent-
age of overlapping). Also, since in the discrimination task the Low and High Cue-D were also
associated with a left/right movement, it is possible that some Sensory responses recorded in the
Stimulus epoch, besides discriminating sucrose intensity, could jointly encode movement direction
(in the Response epoch). We reasoned that if this were the case, then most Sensory neurons will also
belong to the Direction population. This overlap was significant only in pIC (Figure 8A, upper panel;
in 10% of the neurons). Moreover, the same result was found when we used all the Intensity-selective
neurons to compute the contingency matrix (data not shown). Thus, it is unlikely that most Sensory
neurons (or Intensity-selective neurons) jointly encoded sucrose intensity and movement direction.
Instead, the results suggest that Sensory neurons play a more circumscribed role in chemosensory
sucrose intensity processing.

Other observations revealed that the OFC Direction population was significantly associated with
Choice and Outcome (Figure 8A, lower panel), suggesting that OFC neurons are capable of carry-
ing, at multiple time periods, more than one spatiomotor variable related to performing the discrimi-
nation task.

The overlap between modulation and coding profiles

We also explored if neurons encoding decision-variables (coding profile) tend to exhibit a specific
modulation profile (i.e., Phasic, Tonic, Coherent). It is important to note that all modulation profiles
could, in principle, encode almost any of the sensory and decision-variables. However, only a few
subpopulations exhibited a significant overlap. In general, no systematic overlapping pattern was
shared across the three cortical regions, suggesting that by knowing the modulation profile of one
neuron provides little, if any, information about what kind of decision-variables it might encode. That
said, we observed that Lick-coherent neurons in the plC and alC had a higher likelihood of encoding
decision-variables, except for Choice neurons in the alC which were non-preferentially encoded by
any modulation profile (Figure 8B, upper and middle panels). In contrast, Tonic-Active neurons in
the OFC jointly encoded Choice, Direction, and Outcome variables (Figure 8B, lower panel). In sum,
these data suggest a prominent role of the Lick-coherent neurons in encoding critical features of the
task in the Insula, whereas in the OFC the tonic activity prevails in encoding decision-variables.
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Figure 8. Neurons in plC, alC, and OFC encode more than one task-related variable. (A) Overlap of coding profiles. Contingency matrix indicating the

number (and percentage) of neurons that belong to more than one group. Purple squares depict significant overlap as detected by a Fisher's exact test
(p<0.05). (B) Contingency matrix showing the overlap between coding and modulation profiles. Same conventions as in A. Only neurons recorded from

generalization sessions were included in this analysis to guarantee that data is drawn from the same distribution. Non-significant associated categories
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Discussion

Sucrose intensity is a sensory attribute that contributes to the overconsumption of high-energy palat-
able foods (Avena et al., 2008; Spector and Smith, 1984; Veldhuizen et al., 2017). This study was
undertaken to uncover how the perceived intensity of sucrose is represented across rat taste-related
cortices (plC, alC, and OFC) and how this representation is transformed into decision-making varia-
bles such as choice or movement direction. We found that most neurons in these areas were respon-
sive to the introduction of sucrose in the mouth. However, only a small subpopulation of them, in all
areas, exhibited responses that tracked sucrose concentrations and that decoded sucrose'’s intensity
equally well. Further analysis revealed that information about sucrose’s intensity was conveyed in the
both neuronal firing rate and spike timing. We also identified a population of neurons that tracked
sucrose concentrations (Sensory neurons) with the ones that increased reflecting changes in sucro-
se’s intensity and the ones that decreased possibly reflecting changes involving either osmotic pres-
sure (Hanamori, 2001; Lyall et al., 1999) or the washing out of bicarbonate ions in saliva
(Zocchi et al., 2017). In addition, neurons in the pIC and alC encoded movement direction although
OFC neurons tracked direction better than those in the Insula. Also, the neuronal signals related to
Outcome (reward) were tracked similarly by these three cortical regions. In sum, we found that, in
rats at least, a small and distributed group of Intensity-selective neurons represent sucrose’s inten-
sity, whereas decision-variables were also encoded in a distributed manner, but the OFC tends to
encode choice and movement direction earlier and better than the Insula. These findings add to our
understanding of the neural representation of sucrose’s intensity in these three taste cortices and
contribute to the elucidation of the decision-making processes that underlie choices guided by the
concentration of sucrose.

Cortical representation of the perceived intensity of sucrose

The neural representation of sweet taste intensity has been usually characterized by firing rates that
monotonically (or sigmoidally) increase with sucrose concentration along the gustatory axis from the
periphery to taste cortices (Barretto et al., 2015; Rolls et al., 1990; Roussin et al., 2012;
Scott et al., 1991; Thorpe et al., 1983; Villavicencio et al., 2018; Wu et al., 2015). These experi-
ments usually have been performed in animals that do not have to make any other decision than to
lick (Stapleton et al., 2006; Villavicencio et al., 2018) or have the tastant passively delivered
(Katz et al., 2002). However, as noted, the intensity attribute of a tastant can only be measured in
behaving animals that actively report the perceived concentrations of sucrose. To address this issue,
we developed a sucrose intensity discrimination task (see Figure 1) while recording from three corti-
cal taste areas. We found that ~95% of recorded neurons were responsive to a single drop of
sucrose (Cue-D), but the majority of them were unable to distinguish between 3 and 18 wt% sucrose.
We posit that such a massive number of responsive neurons, which includes Intensity-selective and
Non-selective neurons (see Figure 3—figure supplement 1), could be the result of the arrival of a
salient cue (Cue-D) to an over trained animal. This stimulus is highly relevant in the context of thirsty
subjects whose internal state would motivate them to attend to the delivery of an stimuli whose
accurate detection and identification will lead to obtaining water. These findings are in agreement
with observations that a state of physiological need (e.g., hunger) gates insular cortex responses to
food cues (Livneh et al., 2017) and that caudolateral OFC neurons are sensitive to hunger
(Rolls et al., 1989). Likewise, in head-fixed trained mice, it was recently reported that odor stimula-
tion also triggers a massive widespread cortical activation in mice performing a Go/No-Go goal-
directed behavior (Allen et al., 2017).

Multiple pieces of evidence support the idea that a small population of cortical neurons could
represent sucrose intensity. For example, electrophysiological studies in rodents and non-human pri-
mates have reported a low proportion (ranging between 2-35%) of Insular (pIC) and OFC neurons
with selective responses to at least one taste quality (Pritchard et al., 2005; Rolls et al., 1990;
Rolls et al., 1989; Scott et al., 1991, Stapleton et al., 2006; Thorpe et al., 1983;
Yamamoto et al., 1989; Yaxley et al., 1990). In contrast, one recent study in anesthetized mice,
using a calcium sensor (GcAMPS), reported almost 90% of taste responses in the plC were tastant
selective although only 26% were sucrose-best (Fletcher et al., 2017). The differences in proportions
could be explained by different data analysis and experimental preparations employed (Chen et al.,
2011; Katz et al., 2001). Unfortunately, only a few studies have reported the proportion of cortical
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neurons tracking taste intensity. In this regard, in the monkey Insula cortex, Scott et al. (1991) found
that less than 1.5% (24/1661) of the recorded neurons responded linearly to increasing glucose con-
centrations. To the best of our knowledge, our data is the first demonstration that a small subset of
cortical neurons represents sucrose intensity better than the entire population. Although intensity-
selective neurons comprise a ‘small’ population relative to Non-selective neurons (Figure 3B and
Table 2), we note that 18% of neurons in a rat’s cortex would represent a large population. Further
studies should investigate whether Intensity-selective neurons are sucrose-selective or broadly tuned
(Erickson, 2001).

In this regard, it is interesting that Intensity-selective neurons were present in the recorded three
cortical regions. This result is somewhat surprising in light of the experiments in the mouse Insula
cortex showing the existence of non-overlapping posterior (aversive-plC) and anterior (appetitive-
alC) 'hotspots’ (Chen et al., 2011). Gain and loss of function experiments in mice have demon-
strated that the ‘sweet hotspot’ is sufficient and necessary for sweet taste recognition (Peng et al.,
2015), and a similar topographic separation of disgust-appetitive in monkeys’ anterior Insula has
been found, although in a different anatomical axis (dorsal-appetitive and ventral-aversive
(Jezzini et al., 2012)). One explanation for the distributed responses that we observed (Figures 2
and 3) is that sucrose’s identity is initially encoded in the sweet hotspot (located in alC), but informa-
tion about its perceived intensity is then distributed to other areas. Further experiments should
involve the inactivation of one or more of these areas. Nevertheless, we found that each recorded
cortical region decoded sucrose intensity equally well, including the pIC which according to
(Chen et al., 2011) is where the ‘aversive hotspot’ is located. Thus, whatever the explanation, each
of these three cortical regions contains information about sucrose intensity, revealing the distributed
nature of taste intensity coding. However, the fact that all three areas decoded sucrose intensity
equally well does not imply that they represent the same information, but rather they may encode
different features of the sucrose intensity cues. In this regard, and despite that stimulation of the pIC
elicits aversive behavioral responses (Peng et al., 2015), we posit that the pIC should also plays a
general role in gustation since it receives most inputs from the gustatory thalamus (Cechetto and
Saper, 1987), which could rationalize why there is sucrose responses in this cortical area
(Fletcher et al., 2017). The alC responses might be related to encoding the sweet percept, due to
the ‘sweet’ hotspot, mentioned above, whose activation leads to appetitive behaviors (Chen et al.,
2011; Peng et al., 2015; Wang et al., 2018). Finally, the OFC responses during the Stimulus epoch
could also signal the relative reward value of Low and High sucrose cues (Rolls et al., 1990;
Tremblay and Schultz, 1999). Our data suggest that the perceived intensity of sucrose is spatially
distributed along taste cortices with a compact and distributed neural code, in the sense that a small
subset of spatially disperse neurons contain more information, about sucrose intensity, than the
entire population (Field, 1994; Olshausen and Field, 2004; Stiittgen et al., 2011).

The contribution of spike timing and spike count in taste identity coding has been extensively
studied by Di Lorenzo and colleagues (Di Lorenzo et al., 2009; Di Lorenzo and Victor, 2003,
Roussin et al., 2012). However, less is known about its contribution to the encoding of sweet inten-
sity. In this regard, we found that additional information about sucrose’s intensity was conveyed in
the spike timing of neurons (Figure 3B). A recent study in the olfactory system reported that piriform
cortex neurons encode odor intensity by using only the spike timing, and not the spike count infor-
mation (Bolding and Franks, 2017). Likewise, our results revealed that spike timing carries addi-
tional information about taste intensity. However, spike count is also a contributor since we found
Sensory neurons that tracked the concentration of sucrose by increasing its firing rate (Figure 4).
Thus, in the taste system, it seems that both spike count and spike timing information could be com-
plementary codes for the perceived intensity of sucrose.

Precise spike timing entrained by rhythmic licking serves as an internal clock, relevant for coordi-
nating activity across brain regions (Gutierrez et al., 2010; Gutierrez et al., 2006, Roussin et al.,
2012). We found that the Lick-Coherent neurons were both sufficient and necessary to decode the
perceived intensity of sucrose (Tables 3 and 4). More importantly, we also uncovered, for the first
time, that the level of coherence was significantly higher in the Stimulus-epoch in comparison with
the pre-Stimulus and the Outcome epochs (Figure 3—figure supplement 3). This result implies that
lick-spike coherence not only reflects oromotor responses, but that it is also involved in gating the
input of sensory and taste information that can be ‘read out’ across taste cortices in coordination
with licking (Buzsaki, 2010; Gutierrez et al., 2010).
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Decision-making in taste cortices guided by sucrose concentration

The best way to access the representation of the perceived intensity of sucrose is by allowing ani-
mals to make a decision about its intensity. Thus, it is important to determine the extent to which
neuronal activity correlates with the animal’s behavioral choices. We found that a distinct subset of
neurons exhibited Choice-related activity in alC and OFC with responses that covaried with the sub-
ject’s choices (Figure 5). Furthermore, OFC (but not alC) neurons tracked choice before a response
was emitted. These findings are in agreement with behavioral observations which suggests the sub-
jects have already made a decision before leaving the central port (Perez et al., 2013; Uchida and
Mainen, 2003). Our findings reveal a neural correlate of the perceived intensity of sucrose in the
gustatory system.

Encoding of movement direction in taste cortices

Spatial navigation is an essential behavior that allows organisms to explore the environment and
direct their actions toward a goal (Epstein et al., 2017). Spatial variables such as direction are essen-
tial to reach the desired outcome or to avoid punishment. Although spatial information is encoded
in brain regions specialized for spatial processing, such as the hippocampus and entorhinal cortex,
recently it has been found that other unexpected areas also contain spatial information (Yin et al.,
2018). In this regard, here we also found that OFC neurons robustly encoded movement direction.
Likewise, neurons with direction selectivity in the OFC have been recorded in tasks involving two or
four spatial locations (Feierstein et al., 2006; Lipton et al., 1999; Roesch et al., 2006). Lesioning
the OFC disrupts performance in an allocentric foraging task (Corwin et al., 1994), and radial arm
and Morris water maze (Kolb et al., 1983). Moreover, the OFC also encodes head angle, spatial tra-
jectory and movement speed in a spatial discrimination and reversal task in a plus maze
(Riceberg and Shapiro, 2017). The latter evidence agrees with the high proportion of OFC Direc-
tion-selective neurons that we identified (Figure 6). In contrast, less is known about the participation
of the Insular Cortex in encoding spatial navigation parameters; although, it is known that ablating
either the pIC or the alC results in a severe impairment of spatial navigation in a water maze
(Nerad et al., 1996). Here, for the first time, we found that neurons in the pIC and alC tracked
movement direction, probably through their connections with the entorhinal cortex (Wang et al.,
2018). However, according to the Pj,q4ex values, the encoding of direction was weaker in the IC in
comparison to the OFC (Figure 6). Altogether, our data points to a dominant role for the OFC, and
to a lesser extent the IC, in encoding movement direction; an essential feature of spatial navigation
for goal-directed behaviors.

The detection of either reward delivery or reward omission is essential for animals’ survival and
for triggering learning based on reward prediction errors (Schultz et al., 1997). Previous observa-
tions have shown that alC and OFC neurons encode reward omission (Feierstein et al., 2006;
Jo and Jung, 2016) and we found the plC, alC, and the OFC differentially respond to the presence
and absence of reward (Figure 7); suggesting a distributed tracking of reward omission. However,
this is the first demonstration that pIC neurons could also encode reward omission. The plIC has a
key role in updating the current outcome representation to guide action selection. This is because
without affecting the execution of the instrumental responses its chemogenetic inhibition impairs the
ability of subjects to adjust their actions based upon the outcome current value (Parkes et al., 2018,
Parkes et al., 2015). Our results demonstrate a widespread representation of neural signals related
to the Outcome, which is a crucial process for learning and adaptive behavior.

As noted above, we identified several differences and similarities between the evoked pIC, alC,
and OFC responses. The main similarity among all three brain regions was that they decoded
sucrose concentration equally well. A major difference was that OFC neurons carry information
about decision-variables earlier and with higher quality than neurons in the Insula (Figures 5-
7). That is, unlike the Insula, the OFC was the brain region with more neurons jointly encoding more
than one decision-variable (Choice, Direction, and Outcome; Figure 8A), indicating that the OFC
has a complete representation of the most relevant task events. It follows that the OFC provides an
up-to-date representation of task-related information that is required to yield the best outcome. In
reinforcement learning, this information is named ‘state’ representation (Schuck et al., 2018;
Stalnaker et al., 2016; Sutton and Barton, 1998).
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The OFC is also involved in encoding the subjective reward value of associated choices
(Conen and Padoa-Schioppa, 2015; Rolls, 2004; Tremblay and Schultz, 1999). However, in our
task correct actions (choosing left/right) led to the same reward (i.e., 3 drops of water), suggesting,
in agreement with findings in an odor guided task (Feierstein et al., 2006), that OFC neurons could
encode spatiomotor variables, such as Choice and Movement direction, even for actions with the
same reward value. Our results both confirm and extend these findings by further demonstrating
that OFC neurons could represent decision-variables in a task guided by the intensity of sucrose. We
posit that OFC may act as a hub that represents decision-variables regardless of the type of sensory
input used to guide goal-directed behaviors. The OFC is a brain area well suited to perform this
function since it receives connections from sensory areas related to olfactory, gustatory, visual, and
somatosensory processing (Cavada et al., 2000).

Concluding remark

We found evidence that in animals trained to identify sucrose intensity the taste system uses a com-
pact and distributed code to represent its perceived intensity. Moreover, the perceived intensity of
sucrose and the decision-variables associated with the discrimination task can be fully reconstructed
from a small population of neurons in the pIC, alC, and OFC.

Materials and methods

Chemicals

Sucrose was reagent-grade chemical quality purchased from Sigma-Aldrich (Mexico City, Mexico). It
was dissolved in distilled water and used the following concentrations 3, 4.75, 7.5, 11.75, and 18 wt/
vol%. Solutions were prepared fresh every other day. They were maintained under refrigeration, and
they were used at room temperature.

Subjects

We used 28 male Sprague-Dawley rats weighing 300-320 g at the beginning of the experiment, and
by the end of recordings, their weights were 412.3 + 8 g. Animals were individually housed in stan-
dard laboratory cages in a temperature-controlled (22 + 1°C) room with a 12:12 h light-dark cycle
(lights were on 0700 and off at 1900). All procedures were approved by the CINVESTAV Institutional
Animal Care and Use Committee. During experiments, rats were given ad libitum access to tap
water for 30 min after testing. Chow food (PicoLab Rodent Diet 20, St. Louis, MO, USA) was always
available in their homecage. All experiments were performed in the late light period from 1400 to
1900 h since at this period rats were more alert and motivated to work.

Behavioral equipment

Animals were trained in four identical standard operant conditioning chambers of internal dimen-
sions 30.5 x 24.1x21.0 cm (Med Associates Inc, VT, USA). The front panel of each chamber was
equipped with one central and two laterals V-shaped licking ports with a photobeam sensor to regis-
ter individual licks (Med Associates Inc, VT, USA). Each port had a licking spout that consisted of
either one (for lateral ports) or a bundle of up to 6 (for the central port) blunted needles (20-gauge)
that were carefully sanded and glued at the tip of a stainless-steel sipper tube. Each needle was con-
nected to a solenoid valve (Parker, Ohio, USA) via a silicon tube. The volume of the drop was
adjusted before each session and maintained by using an individual and constant air pressure system
(Perez et al., 2013). On the rear panel, there was an ambiance white noise amplifier with a speaker
that was turned on in all the sessions. Chambers were enclosed in a ventilated sound-attenuating
cubicle. Experimental events were controlled and registered by a computer via a Med Associates
interface (Med Associates Inc, VT, USA).

Sucrose intensity discrimination task

All subjects were trained in a ‘Yes/No' psychophysical task (Stittgen et al., 2011) to emit a
response by either going left or right based on the concentration of a 10 pL sucrose cue (Low 3% or
High 18 wt%). For trained animals, the task comprises four epochs: Return, Stimulus, Response, and
Outcome. The outline of a trial is depicted in Figure 1A. A trial began when trained subjects moved
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from either lateral port to return the central spout; this epoch was named Return. Once in the central
port, the rats were required to lick the empty spout a variable number of times (between two or
three) to receive a 10 uL drop of either 3 or 18 wt% sucrose (hereafter Cue-D). Rats could give addi-
tional empty licks after Cue-D delivery. These empty licks were used as a measure of the palatability
oromotor responses elicited by sucrose (Perez et al., 2013). The time elapsed from Cue-D delivery
to the last lick in the central spout was designated as the Stimulus epoch. Subsequently, subjects
had to move to either the Low or High sucrose-associated port (Response epoch) and emit, at least,
one dry lick. If the response was correct, subsequent licks delivered three drops of water as a
reward, while incorrect choices briefly turned off and on the lights during 50 ms (at the second dry
lick) and subsequent licks were without a reward. The Outcome port comprises the interval where
rats were licking in the lateral spout. The learning criterion was set at >80% correct responses during
four consecutive sessions.

Importantly, a drop of water was not delivered at the central port as a washout because in a pilot
study we found that rats did not learn the task despite extensive training (>50 sessions). We specu-
late that this was due to an imbalance in the reward value between the licking ports. Specifically, the
reward value of one drop of water +one drop of sucrose (3 or 18 wt%) at the central spout seems to
be higher than the value of 3 drops of water delivered at the lateral spouts. The inclusion of a water
washout failed to motivate rats and induced learning and thus the water washout, at central spout,
was no longer used.

Generalization sessions

Once the animals learned to discriminate between Low (3 wt%) and High (18 wt%) sucrose by get-
ting at least 80% of the trials correct, the generalization sessions were introduced. Generalization
sessions were composed of 20% of the trials (80% were of discrimination trials). These trials were
like discrimination trials with the exception that after at least two discrimination trials subjects
received a drop of either 0, 3, 4.75, 7.5, 11.75, or 18 wt% sucrose. In these trials, no reward was
delivered after choosing either lateral spout (and in the second dry lick, the lights turned briefly on
and off for 50 ms, signaling that no reward will be delivered). Discrimination and generalization ses-
sions were interleaved, such that a generalization session occurred if at least one discrimination ses-
sion with >80% correct responses took place the day before. This procedure avoids impairment of
task performance.

Since no statistical differences in task performance were found among groups, behavioral data
were collapsed across subjects for the three brain regions recorded. For discrimination sessions, the
percent correct responses were obtained by counting the number of trials for Low or High that sub-
jects responded to the correct associated choice spout, divided by the total number of trials. To
determine if performance was affected by electrode implantation, the average performance of the
five sessions pre- and post-surgery were compared using a paired t-test (Figure 1). For generaliza-
tion sessions, the percent responses given to the High concentration spout was plotted, and a sig-
moid function was fitted to obtain the psychometric function. Likewise, surgery effects over
generalization sessions were evaluated by comparing the average performance for all these sessions
before and after surgery with a paired t-test. The time spent licking in the central port for each con-
centration (Cue-D +Cue G trials) during generalization sessions were collapsed and compared using
a one-way ANOVA, and a Dunnett post hoc confirmed differences against sucrose 3 wt% Cue-D tri-
als. As well, the time spent during the Return and Response epochs for each movement direction
(left or right), and during the Outcome epoch for reinforced and unreinforced trials, were collapsed
and compared using an unpaired t-test.

Surgery and histology

Once animals achieved the learning criterion and at least three consecutive generalization sessions
were tested, then we proceeded to implant a custom-made 16 tungsten wires (35 um diameter)
each arranged in a 4 x 4 (1 mm? multielectrode array. The array was implanted in the posterior
Insula (pIC; n = 11), in the anterior Insula (alC; n = 8) and the orbitofrontal cortex (OFC, n = 9). All
subjects were anesthetized using ketamine (70 mg/kg, i.p.) and xylazine (20 mg/kg, i.p.). The rats
were put in a stereotaxic apparatus where a midline sagittal scalp incision was made to expose the
skull and to put two holding screws. A third screw soldered to a silver wire that served as an
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electrical ground for recordings was inserted above the cerebellum (Gutierrez et al., 2010). A crani-
otomy in the left hemisphere was made to implant an electrode array in one of the following sites:
posterior IC (AP: +1.0 to +1.4 mm, ML: +5.2 mm from bregma, DV: —4.4 to —4.7 mm ventral to
dura), anterior IC (AP: +1.6 to +2.3 mm, ML: +5.2 mm from bregma, DV: —4.6 to —4.7 mm ventral
to dura) or OFC (AP: +3.5 mm, ML: +3.2 mm from bregma; DV: —4.4 mm ventral to dura). Dental
acrylic was applied to cement the electrode array to the screws. The rats were given intraperitoneal
enrofloxacin (0.4 ml/kg) and ketoprofen (45 mg/kg) for three days after surgery and were allowed to
recover for one week. After the completion of the experiments, subjects were deeply anesthetized
with an overdose of pentobarbital sodium (150 kg/mg, i.p.) where they were transcardially perfused
with PBS (1x) followed by 4% paraformaldehyde. Brains were removed, stored for one day in 4%
paraformaldehyde and posteriorly were changed to a 30 vol./vol.% sucrose/PBS solution. Brains
were sectioned in 40 um coronal slices, and they were stained with cresyl violet to visualize the loca-
tion of electrode tips.

Electrophysiology

Neural activity was recorded using a Multichannel Acquisition Processor system (Plexon, Dallas, TX)
interfaced with a Med Associates conditioning chamber to record behavioral events simultaneously.
Extracellular voltage signals were first amplified x1 by an analog headstage (Plexon HST/16025-
GEN2- 18P-2GP-G1), then amplified (x1000) and sampled at 40 kHz. Raw signals were band-pass fil-
tered from 154 Hz to 8.8 kHz and digitalized at 12 bits resolution. Only single neurons with action
potentials with a signal-to-noise ratio of >3:1 were analyzed (Gutierrez et al., 2010). The action
potentials were isolated on-line using voltage-time threshold windows and three principal compo-
nents contour templates algorithm. A cluster of waveforms was assigned to a single unit if two crite-
ria were met: Inter-Spike Intervals were larger than the refractory period set to 1 ms, and if it is
formed a visible ellipsoid cloud composed of the 3-D projections of the first three principal compo-
nent analysis of spike waveform shapes. Spikes were sorted using Offline Sorter software (Plexon,
Dallas, TX) (Gutierrez et al., 2010). Only time stamps from offline-sorted waveforms were analyzed.

Data analysis

All data analysis was performed using MATLAB (The MathWorks Inc., Natick, MA) and Graphpad
Prism (La Jolla, CA, USA). Unless otherwise indicated, we used the mean = sem and the o level at
0.05.

Modulation profiles

Cue-evoked responses

In the Stimulus epoch, five major Cue-evoked responses were identified: Phasic, Tonic either Active
or Inactive and Lick-coherent either Active or Inactive (Figure 2). We compared the proportions of
Cue-evoked responses among brain regions using a chi-square test. Only correct trials were ana-
lyzed. Each Cue-evoked response type fulfilled a criterion that is described in detail below:

Phasic responses

To determine if there were phasic Cue-evoked responses, we compared the firing rate from 0 to 0.2
s after Cue-D delivery against the baseline, which encompassed the dry licks emitted from —0.3 to
onset of Cue-D delivery (Villavicencio et al., 2018). If there was a significant difference (Wilcoxon
rank-sum test), then we used a cumulative sum test to identify the onset of modulations (see
Gutierrez et al., 2006). This analysis identified the onset and offset of modulations by detecting in
which time bin the firing rate significantly increased or decreased relative to the baseline (Figure 2—
figure supplement 1). A neural response was denominated as Phasic if there was one excitatory
modulation that started between the first 0.1 s after Cue-D delivery and the duration of this modula-
tion was within 0.04 and 0.2 s. This procedure assures that only phasic (but not tonic) modulations
were selected.

Tonically-Inactive and -Active responses
To determine whether a neuron showed a statistically significant evoked response during the Stimu-
lus epoch, we used a ‘best window’ analysis. The analysis consisted of scanning the firing rate after
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Cue-D delivery in multiple window sizes (from 0.05 to 0.6 s in steps of 0.05 s) encompassing only the
interval from O to 0.6 s. Hence, the firing rate in a variety of time centers (from 0.05 to 0.5 s, in 0.05
s steps) and for multiple window sizes was computed, such that each window was estimated as the
center + (window size/2). The firing rate on each window was compared against baseline using a Wil-
coxon rank-sum test. For all statistically significant windows, the ‘best window’ was the one with the
largest delta (change) in firing rate relative to baseline. A modulation was assigned to be tonic if the
duration of the modulation was greater or equal to 0.2 s. Positive modulations were termed Active,
while negative modulations were designated as Inactive.

Lick coherent responses (Coh-Inactive and -Active)

Oscillatory activity between spikes and rhythmic licking (in the 4-12 Hz bandwidth) was identified
using multi-taper spectral analysis (Jarvis and Mitra, 2001) by segmenting into chunks the PSTHs
aligned to the first lick given at the central spout (for additional details see Gutierrez et al., 2010).
The confidence intervals and the significance threshold were determined by using a jackknife
method (Jarvis and Mitra, 2001). A neuron was classified as Lick-coherent only if the lower confi-
dence interval was above the significance threshold. To detect if a Lick-coherent neuron exhibited a
Cue-D-evoked response a ‘best window' analysis was employed. To determine whether the modula-
tion was either inactive or active the mean firing rate of the significant window was subtracted from
the baseline. If the result was positive, the modulation was named Lick-coherent Active, while if it
was negative, it was named Lick-coherent Inactive. From these Lick-coherent neurons we calculated
the average coherence value (in the 4-12 Hz band) between licks and spikes in the three brain
regions. Differences in coherence values were analyzed using a one-way ANOVA, and a Tukey post
hoc. Finally, in order to assess the relevance of coherence in the detection of gustatory cues, we cal-
culated the coherence value during three task epochs. Specifically, we used the central licks given
before (pre-Stimulus) and after Cue-D delivery (Stimulus epoch), and the reinforced licks given dur-
ing the Outcome epoch. Coherence value between epochs was compared by using a one-way
ANOVA, and a Tukey post hoc confirmed further differences.

Non-modulated and Coherent-Non-evoked responses

Neuronal responses that displayed no significant statistical differences between baseline and cue
delivery were denoted Non-Modulated. Neurons that were Lick-coherent but which firing was not
significantly different between baseline and 0.6 s after Cue-D delivery were termed as Coherent
Non-evoked. When Non-modulated and Coherent-Non-Evoked neurons were collapsed they were
named as Non-evoked.

Intensity-selective neurons

To determine Intensity-selective responses we also used the ‘best window' approach. A Wilcoxon
rank-sum test was applied to compare the firing rate between Low vs. High Cue-D trials during dif-
ferent intervals within the evoked response. The significant window with the higher delta in the firing
rate between intensities was named the ‘best window.’” Neurons that responded similarly to both
intensity cues were named Non-selective. A chi-square test was used to determine differences in the
proportion of Intensity-selective and Non-selective neurons among cortical regions.

To measure the differences in licking and its impact on neural responses associated with sucrose’s
intensity, we determined if lick rate differences occurred during the best-window of Intensity-selec-
tive neurons and, if so, we then quantified the proportion of the best-window with lick rate differen-
ces. To accomplish this, we employed a Receiver Operating Characteristic (ROC) analysis
(Green and Swets, 1966) that quantified how different were the lick rates distributions of Low and
High trials during the first 0.6 s of the Stimulus epoch. The area under the ROC curve (auROC) and
its confidence intervals were calculated for all bins (bin size 0.1 s). If the inferior confidence interval
of a specific bin was above 0.5, then lick rates were significantly different in that bin. Only Intensity-
selective with significative lick rate differences within the best-window were counted and considered
to calculate the proportion of the best-window that displayed lick rate differences.
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Population decoding of sucrose intensity

To evaluate if Intensity-selective neurons contained more information about sucrose intensity than
Non-selective neurons we employed a neural population decoder (MATLAB toolbox of the 1.0 ver-
sion of the Neural Decoding Toolbox, www.readout.info) (Meyers, 2013). To achieve this goal, the
decoder was tested with a vector that contained the label of the sucrose intensity given (Low or
High) in each trial and a matrix m x n that contains the number of spikes occurring in each trial (m)
during each 20 ms time bins (n). This matrix is comprised of spikes occurring from Cue-D delivery O
to 0.6 s. Then, the firing rate matrix was normalized to Z-score, and the data set was divided into k
different splits (number of data sets). Subsequently, k-1 splits were used to train the classifier by
averaging the firing rate from the selected trials according to the label class (Low or High), therefore
generating a Low or High activity vector where each row represents the firing rate at each time bin.
The remaining split was used to test the classifier. To improve the decoder performance this proce-
dure was repeated k times using a different test split each time, the average of these results was
reported as the percentage decoding accuracy. The decoder performance for Non-evoked, ‘All,’
Non-selective, and Intensity-selective populations were obtained. Significant differences were deter-
mined by using a one-way ANOVA and a Bonferroni post hoc to detect differences in performance
between populations. Furthermore, to determine if spike timing conveyed information about sucrose
intensity, we maintained the original firing rate but the time at which each spike occurred was shuf-
fled, in each trial. For this, we counted the number of spikes (n) occurring from 0 to 0.6 s after
Cue-D delivery and sampled without replacement n new timestamps during this interval. A paired
t-test was employed to determine differences in decoding accuracy before and after spike timing
shuffle.

Since spike timing shuffling might disrupt the noise-correlation between pairs of simultaneously
recorded neurons; and these correlations can affect population decoding (Carnevale et al., 2013;
Cohen and Kohn, 2011; Zohary et al., 1994), we determined the impact of removing noise-correla-
tions over the decoding accuracy of sucrose intensity. To do so, we detected the neuron-pairs
obtained from different channels (Cohen and Kohn, 2011) and normalized the firing rate of each

neuron relative to each stimulus (Low or High) by following this equation:

FRon —<FRy >
Tsn

Where FR is the firing rate, and k indicates the trial, s refers to the stimulus (Low or High), and n
is the neuron evaluated (Neuron A or Neuron B). Note that for each neuron the firing rate of a given
intensity is normalized relative to that intensity (i.e., Low relative to Low). The normalized firing rate
of Low and High trials of Neuron A were concatenated, generating one vector; the same for Neuron
B. From these vectors we calculated the Pearson’s correlation coefficient of the normalized spike
counts (rs., noise correlation); if ri. was significative (see Figure 3—figure supplement 2A, upper
panel), then a permutation test where the position of trials was shuffled for Neuron A and Neuron B
separately was performed in order to remove noise-correlations (see Figure 3—figure supplement
2A, lower panel). The procedure was repeated 10,000 times. A corrected p-value was obtained
using the following formula: p = (k + 1) / (n + 1), where k is number of times that the shuffled p was
greater than the unshuffled p-value and n is the number of shuffling repetitions. If the corrected p-
value was still significant, then each neuron pair was considered to be noise-correlated. This proce-
dure was accomplished for different time windows from 0.1 to 0.6 s (0.1 s steps) after Cue-D deliv-
ery. However, since noise correlation values were similar across window sizes (see Figure 3—figure
supplement 2B), and because 0.6 s offered the most stable firing rate across trials, we choose this
window for subsequent analysis. Then, we shuffled trials positions of neurons that were noise corre-
lated, and the decoder was fed with these shuffled matrices of the Non-evoked, All, Non-selective,
and the Intensity-selective population. A paired t-test was used to compare each population before
and after removal of noise-correlation.

To further explore the contribution that each Cue-evoked population adds to sucrose’s decoding,
an inclusion and dropping population analysis was performed by either including or removing only
one population at a time, respectively (Gutierrez et al., 2006). For these analyses, two more popula-
tions were added: All-Tonic (combining the Tonic-Inactive + Tonic-Active) and All-Coherent (pooling
Coherent-Inactive + Coherent-Active). The percent decoding accuracy for Non-evoked, ‘All,’ Phasic,
Inactive, Active, Coherent-Inactive, Coherent-Active, All-Tonic, and All-Coherent were computed for
the inclusion analysis. Differences between groups were tested with a one-way ANOVA and a
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Dunnett post hoc to compare each group (excluding Phasic) with the Non-evoked. The first 0.2 s of
the decoder performance of the Phasic group was compared against the Non-evoked group, by
employing an unpaired t-test. On the other hand, for the dropped analysis the Non-evoked group
was not included, and the percent accuracy when ‘All' neurons were used as a control group for the
Dunnett post hoc. As well, Phasic (0.2 s after Cue-D) was compared to All population using an
unpaired t-test.

Coding profile

Sensory neurons

Responses that decrease or increase as a function of sucrose concentration were searched in the
subpopulation of neurons that displayed Intensity-selective responses during 0.6 s after Cue-D onset
(see Cue-evoked responses). We identified the ‘best window' by using the firing rates in each Cue-G
trial computed for different window sizes and time centers. The firing rates of each window were
correlated with sucrose concentration (3, 4.75, 7.5, 11.75 and 18 wt%) using a Pearson correlation.
The statistically significant window with the highest Pearson correlation coefficient was named as the
‘best window.” A permutation test were intensity labels were shuffled without replacement was used
as multiple-testing correction test (Davison and Hinkley, 1997) for the 'best window.’ Briefly, data
were shuffled 10,000 times. A corrected p-value was obtained as mention above. The Pearson corre-
lation coefficient was computed for each significant neuron and then average for each population:
increasing or decreasing activity as a function of sucrose intensity. Likewise, the activity of each pop-
ulation was normalized to 3 wt%, and the Z-score was computed.

Choice-related neurons

To determine if neural activity tracked subjects’ choices, we identified the ‘best decision window’
where the firing rate correctly classified trials as either Low or High intensity with the highest accu-
racy, thereby matching the responses made by the subject to the neural activity. This method has
been successfully used in non-human primates to explore the somatosensory system (de Lafuente
and Romo, 2005). The analysis was restricted to neurons recorded during generalization sessions
during two window intervals: (1) from 0 to 0.6 s from Cue delivery (Stimulus epoch), and (2) from 0.4
s before to 0.8 s around Response onset (time = 0 s), covering the Stimulus and Response epoch.
These interval windows were chosen to assess if neurons could track subject’s decisions before they
leave the central (Stimulus) port and during the Response epoch. First, using a 0.2 s fix window size
and moving centers in steps of 0.1 s that encompassed all the interval window evaluated, a firing
rate matrix (m x n) was obtained for Low (0, 3, 4.75 wt%) and High (7.5, 11.75, 18 wt%) trials, where
m represented each neuron and n each time bin from the window interval. A ROC curve was
employed to obtain the auROC index and its confidence interval following the methods described in
de Lafuente and Romo, 2005. A neuron was considered to significantly discriminate between Low
and High trials if the inferior confidence interval of at least five consecutive time bins were above a
ROC value of 0.5 (no significant difference). If this criterion was met, then the ‘best window’ where a
firing rate threshold classified a trial as being a Low or High trial, with the higher precision, was
obtained. To reach this objective, the firing rate from different windows was computed and com-
pared to different arbitrary firing rate criteria. If a neuron fired more at High trials was denominated
as 'High-Preferred,” and the number of ‘High trials’ where the firing rate was above the arbitrary
threshold were considered High Hits, while the number of ‘Low trials’ where firing rate was below
this criterion (Low Hits) were counted. If a neuron was ‘Low-Preferred’ the Low and High Hits were
considered trials where the firing rate was above and below the arbitrary firing rate threshold,
respectively. The Low and High Hits were summed and divided by the total number of trials and con-
verted to a percentage of correct responses. Briefly, the neuron ‘responses’ were calculated as
follow:

Low Hits + High Hits

1
Number of trials x 100

Correct neuron responses =

If the neurometric performance was >70% correct responses, then it was considered a Choice
neuron. This criterion was selected since it corresponds to the behavioral performance achieved by
rats during the classification sessions (Figure 5—figure supplement 1A). The percentage of correct
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intensity responses from all Choice neurons was then averaged and plotted against sucrose intensity
and fitted to a sigmoid function to obtain the neurometric curve. The psychometric data for the ses-
sions where these neurons were recorded was plotted and fitted to a sigmoid function. Finally, the
mean and the 95% confidence interval of the slopes for the psychometric and neurometric curves
were obtained. A neurometric curve was determined to reliably matched behavior only if the confi-
dence interval of the slopes of both curves were overlapped.

Direction-selective neurons

In the behavioral tests, subjects were required to move from the center to a lateral port (Response
epoch) and from the lateral to the central port (Return epoch) to emit a response and to initiate a
new trial, respectively (Figure 1A). A Direction-selective neuron would be more active when the sub-
ject was moving to one direction (i.e., left) during both Response and Return epochs, while when
moving to the other direction (i.e., right) the neuron was less active or non-active. A ROC analysis
was employed to detect differential responses for Left and Right trials from 0 to 0.7 s of the
Response and Return epochs. First, the firing rates of the Left and Right trials were computed. Then,
the auROC curve was determined and scaled by calculating a preference index Pj,gex = 2(auROC
curve —0.5) (Feierstein et al., 2006), which provides a value between —1 (Left preferred) and 1
(Right Preferred), where 0 meant no preference. If the neuronal response preferred one side during
the Response epoch, a permutation test where left/right labels were shuffled without replacement
was used. Data were shuffled 10,000 times. A corrected p-value was obtained using the following
formula: p = (k + 1) / (n + 1), where k is number of times that the shuffled auROC curve was greater
than the non-shuffled auROC curve and n is the number of shuffling repetitions. If p was significant,
the same analysis was repeated from 0 to 0.7 s of the Return epoch. All trials were included in the
analysis since for the Direction neurons it did not matter whether it was a correct or error trial, but
only the direction of the movement. The Z-score of the population activity for Left- and Right-selec-
tive neurons was computed using as baseline the 0.3 s before the central and lateral port exit for the
Response and Return epoch, respectively. A chi-square test was used to determine differences in
the proportion of neurons with Right- or Left-preferred Direction.

Neurons encoding reward (outcome) omission

Neurons that were modulated by water reward omission were identified by using the same ROC
analysis as described for the detection of Direction-selective neurons (see above), with the exception
that this analysis was restricted to the Outcome epoch: from 0 to 0.6 s from the onset of the second
lateral lick. The firing rate from rewarded (correct discrimination) and unrewarded trials (error dis-
crimination and generalization trials) were obtained to calculate the auROC curve. The population
that displayed higher firing rate for reward omitted trials was named 'Active’ (positive Pj,gexes), While
the population with lower firing rate for these types of trials was denominated ‘Inactive’ (negative
Pindexes)- Furthermore, the lick rate for each type of trials (rewarded/unrewarded) was also calculated
to allow visualization of oromotor differences. The population activity was normalized to Z-score by
using the firing rate in the pre-Stimulus epoch (—0.3 to 0) as the baseline.

Population decoding of reward omission

The accuracy to predict the presence or absence of the reward was evaluated by providing the neu-
ral decoder with the spikes or the licks that occurred from —0.2 to 0.6 s around the second lateral
lick. A ROC analysis was employed to detect the window intervals where performance between lick
and firing rate were significantly different: if the inferior confidence interval was above 0.5 during at
least five consecutive time bins (0.02 s).

Overlapping among coding profile populations and between modulation
vs. coding profile neurons

Since the neurons coding profile were identified in different epochs; then, it is possible that a neuron
coding one variable (e.g., direction) could encode another variable in a different interval (e.g., out-
come). Thus, we evaluated the existence of a significant overlap between coding profile populations
(Villavicencio et al., 2018). To achieve this goal, a contingency matrix containing the number of only
A, only B, A and B, non-A and non-B neurons were obtained for all pair of combinations. A Fisher's
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exact test was applied to the matrices. Only neurons recorded during generalization sessions were
used for the analysis to guarantee that data is drawn from the same distribution. Likewise, we deter-
mined if a coding profile subset belonged preferentially to one modulation profile by performing
the same analysis: A Fisher’s exact test was applied to a contingency matrix, where A was a modula-
tion profile and B a coding profile. All possible pairwise comparisons were tested. Also, only gener-
alization sessions were considered for the analysis.
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