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Resumen

La capacidad de los organismos de elegir su alimentacion es esencial para su
supervivencia. Los organismos ejecutan esta eleccién evocando las memorias de
los efectos fisiopatolégicos y metabdlicos que provoco lo ingerido. Estudios de
nuestro laboratorio demostraron que la corteza orbitofrontal (COF) es
imprescindible para guiar esta conducta de eleccién. Sin embargo, se desconoce si
otras estructuras participan en este proceso. Un candidato es el nucleo accumbens
(NAcc) debido a que es considerado un nexo entre los sistemas limbico, que integra
la memoria emocional, y el sistema motor, encargado de ejecutar una accion. Con
el fin de evaluar la actividad del NAcc en este tipo de conducta, se utilizo el
condicionamiento aversivo al sabor (CAS) como modelo principal. Usando la
sacarina como el estimulo apetitivo convertido a aversivo, se entrend a dos grupos
de animales. A un primer grupo se le present6 solo la sacarina, mientras que al
segundo se le presenta acompafiada de agua como segunda opcion. Con el fin de
evaluar la respuesta neuronal de ambos grupos durante esta conducta, se
realizaron ensayos inmunohistoquimicos contra c-Fos, un biomarcador indirecto de
su actividad. Bajo estas condiciones, se encontré un aumento de la actividad en el
NAcc en el modelo con opcion comparado con el modelo sin opcion. Sin embargo,
esta diferencia solo se presenté en coordenadas estereotaxicas especificas, tanto
en la parte anterior como en la posterior de la estructura. Estos resultados muestran
que el aumento de actividad en NAcc durante una conducta de elecciéon no es

uniforme, sino que es especifico a ciertas regiones en el eje anteroposterior.



Introduccion

Una de las formas mas importantes con las que los organismos reconocen las
caracteristicas de los alimentos, es el sentido del gusto. Los humanos y muchos
otros omnivoros perciben los sabores dulces, amargos, acidos y salados. Los
diferentes tipos de combinaciones de estos sabores “primarios” es lo que les

permite diferenciar entre alimentos (Beauchamp & Jiang, 2015; Breslin, 2013).

Esta capacidad es de vital importancia para la supervivencia de los animales. Sin
embargo, debido a la enorme cantidad de sustancias que existen en la naturaleza,
esto se convierte en una tarea particularmente complicada. Si un animal elige
incorrectamente su alimentacion, sufrira los efectos fisiopatolégicos y metabdlicos
provocados por las toxinas de lo consumido. En caso de sobrevivir, podra reconocer
estos sabores en presentaciones posteriores, recordando los efectos aversivos y
asi evitar su consumo. Es entonces que este animal desarrolla un CAS (Breslin,
2013). Para precisar, el CAS es un tipo de aprendizaje adaptativo donde un
estimulo gustativo novedoso es asociado con un estimulo aversivo interno, por

ejemplo, dolor intestinal.

Diversos modelos del CAS han sido utilizados para definir las vias asociadas en el
procesamiento de las memorias aversivas gustativas. En nuestro laboratorio se ha
utilizado una variante del CAS donde a los animales se les presenta una segunda
opciodn para ingerir (agua), con el fin de estudiar la conducta de eleccién guiada por
memorias gustativas aversivas. Se encontré que la COF es necesaria para llevar a

cabo esta conducta de eleccion, pero no para evocar las memorias gustativas



aversivas (Ramirez-Lugo et al., 2016). Existe muy poca informacion sobre qué otras
estructuras se activan y participan en la conducta de eleccion basada en las
memorias gustativas que desarrollan los organismos. En este trabajo se propone
que el NAcc aumenta su actividad neuronal cuando se realiza una eleccién. Para
comprender la posible participacién del NAcc en esta conducta, se explicara a

detalle el procesamiento gustativo y las estructuras que controlan este proceso.

El procesamiento gustativo

El sabor de las sustancias ingeridas funciona como guia para que los organismos
puedan identificar y consumir nutrientes, evitando las toxinas y otras sustancias que
puedan causar dano al organismo. Usualmente el sabor representa las
caracteristicas quimicas de lo que se esta consumiendo. Por ejemplo, el sabor
dulce indica la existencia de carbohidratos, mientras que los sabores
desagradables (amargos) identifican toxinas y alimentos en procesos de
putrefacciéon (Chaudhari & Roper, 2010). Sin embargo, estas preferencias naturales
por ciertos sabores pueden cambiar dependiendo de los efectos metabdlicos de los
alimentos, deficiencias nutricionales, predisposicion genética, entre otras
(Chambers, 2018; Dotson et al., 2012; Drewnowski, 1997). Los organismos logran
diferenciar entre estos sabores debido a las interacciones quimicas de los alimentos
con las células gustativas de la boca, activando las distintas vias neurales que

senalizan esta sensacion (Lemon & Katz, 2007)



Estos receptores gustativos son células epiteliales modificadas capaces de
reconocer distintos sabores, ya sea mediante receptores acoplados a proteina G o
receptores de tipo canal (Fabian et al., 2015). Ademas, cuentan con una terminal
que proyecta hacia el interior de los tejidos bucales, lo que permite la comunicacion
intercelular. Estas células se encuentran agrupadas en “racimos” en forma de
cebolla conocidas como papilas gustativas. Recubren gran parte de la cavidad oral,

incluyendo la lengua y el paladar (Lemon & Katz, 2007).

Existen tres tipos: las papilas circunvaladas o calciformes, ubicadas en la base de
lalenguay que cuentan con el 50% de los receptores gustativos; las papilas foliares,
localizadas en el area lateral lengua y que incluyen el 25% de los receptores
gustativos; y las papilas fungiformes distribuidas en los dos tercios frontales de la
superficie de la lengua y que cuentan con el 25% restante de los receptores
gustativos (Figura 1) (Purves et al., 2001; Rubio-Navarro et al., 2011). También hay
papilas gustativas en otras estructuras de la cavidad oral, como el paladar blando

y el conducto naso-incisivo (Simon & Roper, 2014).
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Figura 1. A) Las papilas gustativas consisten en diferentes tipos de células pequefias involucradas en un proceso de reciclaje

morfo funcional. B) Los receptores estdn contenidas dentro de tres clases principales de papilas. Las papilas circunvaladas
en la rata son estructuras tnicas en las ratas. C) Superficie de la lengua que muestra la distribucion de las diferentes papilas

en la rata (Modificado de (Rubio-Navarro et al., 2011).

Las células que conforman las papilas gustativas tienen la capacidad de cambiar
su potencial eléctrico, liberando neurotransmisores hacia la sinapsis que conforma
con los axones de los pares craneales facial (VIl), glosofaringeo (X) y vago (IX)
(Gibbons & Sadiq, 2019; Lemon & Katz, 2007), los cuales reciben la informacion
compuesta por las propiedades quimicas de los alimentos (ademas la informacion
somatosensorial a través del nervio trigémino (V)) y transmitiendo esta informacion
al nucleo del tracto solitario del tallo cerebral (NTS) (Gutierrez & Simon, 2011). El
NTS es considerado como el primer relevo del sistema gustativo y visceral, siendo
de vital importancia para la asociacion entre los sabores y los efectos metabdlicos
de los alimentos (Cutsforth-Gregory & Benarroch, 2017). Es de esta forma que las
sefales quimicas de los alimentos se convierten en impulsos nerviosos que viajan

hasta llegar al tallo cerebral.



V, X, IX, VI Papilas gustativas

Figura 2.- Representacion esquemdtica de la organizacion del sistema gustativo en roedores. La informacion gustativa es
comunicada hacia el NTS a través de los pares craneales VII, IX y X. La informacion visceral también llega al NTS a través
del par craneal V. A partir del NTS, el primer relevo de este sistema, la informacion es transmitida al NPb que a su vez es
compartida hacia la Amy y a la Cl a través del VPM. La Cl transmite a su vez esta informacion hacia la COF. Por su parte el
NAcc (rojo) recibe informacion de la Cl, COF y Amy, integrando la informacidon gustativa (estimulos externos) y visceral
(estado interno) generada por los alimentos. Amy: amigdala, CI: corteza insular, COF: corteza orbitofrontal, NAcc: nucleo
accumbens, NPb: nucleo parabraquial, NTS: nucleo del tracto solitario, V, X, IX, VI: nervios craneales, VPM: ntcleo

ventroposteromedial del tdlamo (Modificado de Carleton et al., 2010).

En roedores, las fibras provenientes del NTS proyectan de forma ipsilateral a la
parte rostral del nucleo parabraquial (NPb), compartiendo la informacion gustativa
de los alimentos y la informacion visceral del organismo. Cabe resaltar que existe
evidencia que tanto el NTS, como el NPb, reciben ademas informacion proveniente
de los sistemas olfativos y somatosensoriales, integrando asi las caracteristicas
generales de los alimentos (sabor, olor y textura) (Escanilla et al., 2015; Vincis &

Fontanini, 2019) .



Desde el NPb, la informacion es comunicada a la amigdala (Amy). Ademas, estas
neuronas también proyectan a lo largo de la via talamocortical a la porcion
parvicelular del nucleo ventroposteromedial del tadlamo (VPM). Las fibras
provenientes del VPM comunican esta informacion hacia la corteza gustativa
primaria (Cl), las cuales proyectan a la corteza orbitofrontal (COF) (Figura 2)
(Carleton et al., 2010; Galindo et al., 2012; Holtz et al., 2015). A continuacién, se
explicarda mas a detalle la participacion de la Cl y la COF en el procesamiento los
estimulos gustativa y metabdlica asociada, con el fin de elucidar como esta

informacion puede modificar una conducta de eleccion.

Corteza insular

En roedores se considera a la Cl como la corteza gustativa primaria. Se encuentra
ubicada en la porcion lateral de los hemisferios cerebrales, especificamente en la
zona dorsal de la fisura rinal, extendiéndose hacia la corteza piriforme y hacia las
cortezas somatosensoriales (Gogolla, 2017; Kobayashi, 2011; Maffei et al., 2012).
La Cl se ha dividido en una region anterior, que es principalmente una region
agranular, y una posterior, con regiones disgranulares y granular mejor
desarrolladas (Saper, 2004). Se ha observado que las respuesta a los estimulos
viscerales se producen en la insula granular, mientras que las respuesta a los
estimulos gustativos se produce en el area disgranular, la cual se considera como
la verdadera corteza gustativa primaria (Paxinos, 2014) (Figura 3). Ademas, cuenta
con proyecciones directas hacia la corteza prefrontal, incluyendo la corteza

infralimbica, la corteza prelimbica y la COF (Reep & Winans, 1982). La COF se
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considera, al menos en parte, como una corteza gustativa secundaria ya que se ha
encontrado que esta estructura codifica ciertas asociaciones entre estimulos
gustativos y olfativos (Rolls, 2004). Por otro lado, existe evidencia sobre la
existencia de conexiones aferentes y eferentes entre la Cl y la corteza prefrontal
motora (CPr), que participa en el procesamiento gustativo (Gabbott, 2003; Hillman
& Bilkey, 2010). Se dice entonces que la Cl tiene un papel central en el sistema

gustativo de los roedores.

Figura 3.-Representacion grdfica del drea de la corteza insular (verde) que recibe informacion del sistema gustativo (1.5
mm anterior a Bregma en un corte A) sagital y B) coronal) (Paxinos y Watson, 2006). CG: corteza gustativa, IA: corteza

insular agranular, ID: corteza insular disgranular, IG: corteza insular granular (Modificado de Carleton et al., 2010).
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La Cl se considera esencial para la percepcion y diferenciacion de estimulos
gustativos, asi como la adquisicion y retencion de memorias relacionadas con el
sabor y los efectos metabdlicos asociados. (Yiannakas & Rosenblum, 2017). Los
registros de la actividad neuronal mediante sefiales Opticas intrinsecas apoyan esta
afirmacién (Gutierrez y Simon 2011) ya que se encontraron patrones de actividad
diferente no solo cuando a las ratas se les presentaban sustancias con diferentes
sabores, como la sacarina (dulce) y la quinina (amargo), sino también entre el
mismo sabor cuando cambia su valor hedoénico, como la sacarina condicionada

aversivamente.

Por otra parte, se conoce que la Cl es necesaria para la adquisicion de las
memorias gustativas: las lesiones farmacoldgicas e inactivaciones transitorias en la
Cl evita la adquisicion de estas memorias (Dunn & Everitt, 1988; Kiefer & Orr, 1992;
Yamamoto et al., 1995). Ademas, la Cl también participa en la evocacién y retencién
de estas memorias gustativas. La inactivacion de la Cl, momentos previos a la
evocacion de una memoria gustativa, provoca que los organismos no puedan
recordar el efecto asociado con un sabor especifico (Stehberg & Simon, 2011). Se
muestra entonces la importancia de la Cl en diversos aspectos del procesamiento
gustativo, incluyendo la adquisicidn, retencion y evocacion de memorias gustativas

y sus efectos asociados.
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Corteza prefrontal

Como ya se menciond, la Cl cuenta con proyecciones hacia la corteza prefrontal
(Reep & Winans, 1982), la cual es conocida como la corteza de asociacion del
I6bulo frontal. Es una de las ultimas estructuras cerebrales desarrolladas en el curso
de la evolucion. Ademas, cuenta con conexiones con otras partes del cerebro,
especialmente con estructuras del sistema limbico, asociado a la generacion y
expresion de respuestas emocionales innatas y aprendidas (Fuster, 2001; Michel-
Chavez et al., 2015). En roedores, la corteza prefrontal se puede dividir en tres
regiones principales: ventromedial, dorsomedial y COF (Siddiqui et al., 2008). La
divisién dorsomedial incluye la corteza motora secundaria y el cingulo, mientras que
la zona ventromedial se divide en la corteza prelimbica (PL) e infralimbica (IL)
(Figura 4) (Kamigaki, 2019). Para fines de este trabajo, es importante mencionar la
participacion de la corteza prefrontal en la conducta de eleccion, incluyendo el
aprendizaje y la ejecucion de ciertas acciones para obtener o evitar un resultado

(De Bruin et al., 2000; Hong et al., 2019; Orsini et al., 2018).

La COF es de particular importancia en las conductas de eleccion basadas en
memorias asociativas (Golebiowska & Rygula, 2017; Rivalan et al., 2011). De
acuerdo a Schoenbaum et al. (2011), esto se debe a que la COF es necesaria para
la representacion del valor relativo de un estimulo, es decir, que es dependiente de
otros estimulos presentes y no al valor absoluto del estimulo. Mediante
experimentos de nuestro laboratorio identificamos que COF es necesaria para

realizar una conducta de eleccién guiada por memorias gustativas aversivas. Es
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decir, parece que la COF es necesaria cuando se compara el valor relativo de varios
estimulos durante la eleccion (Ramirez-Lugo et al., 2016), lo cual concuerda con
los estudios ya mencionados. A continuacién, se hablara mas a detalle de la COF

y su participacidon en las conductas de eleccion.

A)

B)

Figura 4.- Representacion grdfica del drea de la corteza prefrontal ventromedial (narajnja) (3.2 mm anterior a Bregma en

un corte A) sagital y B) coronal) (Paxinos y Watson, 2006). PL: Corteza prelimbica, IL: Corteza infralimbica
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Corteza orbitofrontal

La COF (Figura 5) se situa en el banco dorsal del extremo rostral del surco rinal
(fisura renal externa) y se divide en las areas medial, ventral, ventrolateral, lateral
orbital, e insula agranular (lzquierdo, 2017). Una de sus caracteristicas mas
importantes es que cuenta con conexiones aferentes provenientes de gran parte de
los sistemas sensoriales, incluyendo el gustativo, visceral, visual y olfativo (Zald
et al., 2006). En cuanto a su participacion en el sistema gustativo, como ya se
menciond, se considera a la COF como la corteza gustativa secundaria debido a
sus proyecciones aferentes por parte de la Cl (Carleton et al., 2010). Ademas,
registros electrofisiolégicos en macacos mostraron que ciertas neuronas en la COF
respondian de manera uni- o multimodal hacia el sabor, la viscosidad y la
temperatura de ciertos alimentos (Kadohisa et al., 2004). En relacién con el sistema
visceral, a través de registros electrofisiolégicos, se ha mostrado que la COF

responde, especificamente a estimulos dolorosos (Follett & Dirks, 1995).

Por otra parte, se ha mostrado evidencia de que la COF es necesaria para guiar
conductas de eleccion en diversos modelos (Dunn & Everitt, 1988; Groman et al.,
2019; Hong etal., 2019; Pais-Vieira etal., 2007). Por ejemplo, estudios en
diferentes mamiferos mostraron que lesiones en esta estructura impide que un
organismo cambie su conducta cuando se le presenta un estimulo que predice un
resultado diferentes al previamente aprendido, por ejemplo, un sonido que
anteriormente predecia la entrega de una recompensa, ahora predice un choque

eléctrico (Fellows & Farah, 2003; Izquierdo et al., 2004; Geoffrey Schoenbaum et al.,
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2003). Como ya se menciono, experimentos realizados en nuestro laboratorio
mostraron que la COF es necesaria para realizar correctamente la eleccién guiada
por memorias gustativas aversivas pero, a diferencia de la Cl, no es necesaria para
la evocacion de la memoria gustativa per se (Ramirez-Lugo et al., 2016). En
resumen, al recibir informacion tanto del sistema gustativo como del visceral por
parte de la CI, la COF participa en la conducta de eleccion guiada por este tipo de

informacion.

B)

Figura 5.- Representacion grdfica del area de la corteza orbitofrontal (azul) que recibe informacion del sistema gustativo
(4.2 mm anterior a Bregma en un corte A) sagital y B) coronal) (Paxinos y Watson, 2006). COF: corteza orbitofrontal, IA:

corteza insular agranular (Modificado de Carleton et al., 2010)
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Sin embargo, aunque conocemos que el papel de la COF en esta conducta se debe
a que codifica el valor relativo de los estimulos, deberia existir una estructura que
module el acercamiento y/o alejamiento hacia estos estimulos. Esta funcién
normalmente es llevada a cabo por el circuito formado por los ganglios basales
(Ikemoto et al., 2015; Mink, 2018), del cual el nucleo accumbens (NAcc) es una
estructura fundamental. A continuacién, se explicara mas a detalle las

caracteristicas estructurales y funcionales del NAcc.

Nucleo accumbens

En mamiferos, el NAcc es una region en la parte rostral del cerebro, formando parte
del estriado ventral (Ramirez-Lugo et al., 2007). Anatémicamente, el NAcc se ha
dividido en dos subterritorios: el core y el shell. El core es una zona celular central
del NAcc, densamente compactada que encierra a la comisura anterior. Por otro
lado, el shell cuenta con un arreglo celular menos denso que el core y se situa en
la area ventral y medial, ocupando dos tercios del NAcc (Figura 6) (Kuyck et al.,
2007; Zaborszky et al., 1985). Algunos estudios consideran que la division entre
core y shell solo es distinguible en los tres cuartos mas posteriores del NAcc,
denominando a la zona mas anterior del NAcc como polo rostral (Fabbricatore et al.,
2009; Zahm & Brog, 1992; Zahm & Heimer, 1993; Zimmermann et al., 1999), sin
embargo no es comunmente considerada como un subterritorio en los estudios que
implican al NAcc (Salgado & Kaplitt, 2015). Por otra parte, estudios morfolégicos en

ratas han determinado que las células que se encuentran en el shell cuentan con

17



una cantidad menor de dendritas y espinas dendriticas que las que se encuentran
en el core. Ademas, la forma de estas dendritas tiende a ser diferente en el shell,

contando con arreglos dendriticos mas alargados (O’Donnell & Grace, 1993).

En cuanto a la naturaleza bioquimica de sus proyecciones aferentes, se conoce
que tanto el core como el shell reciben una gran cantidad de proyecciones
glutaminérgicas, ademas de dopaminérgicas y serotoninérgicas, siendo estas
ultimas mas numerosas en el shell que en el core (Brown & Molliver, 2000; Deutch
& Cameron, 1992; Ikeda et al., 2012; Kalivas & Barnes, 2019). En cuanto al core,
la calbindina, la encefalina y los receptores GABAA se encuentran en una mayo

concenrtacion (Salgado & Kaplitt, 2015; Shirayama & Chaki, 2006).
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Figura 6.- Representacion grdfica del nucleo accumbens (amarillo) (2.2 mm anterior a Bregma en un corte A) sagital y B)

coronal) (Modificado de Paxinos y Watson, 2006).
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Dentro del NAcc, la mayoria de las células presentes (aproximadamente 95%) son
neuronas medianas espinosas (NMS), que se dividen categoricamente en funcion
de la expresién de los receptores de dopamina tipo 1 (D1-MSN) o tipo 2 (D2-MSN),
siendo el resto interneuronas GABAérgicas y colinérgica (Madayag et al., 2019).
Debido a su conectividad, se considera al NAcc como la interfaz funcional entre el
sistema limbico y el sistema motor: tiene comunicaciones reciprocas con la area
tegmental ventral (ATV), el palido ventral (PV), la corteza prefrontal, la amigdala, el
hipocampo y la formacion reticular (Brog et al., 1993; Dafny & Rosenfeld, 2017). De
forma mas especifica para los intereses de este trabajo, el NAcc recibe fibras
aferentes provenientes de estructuras reguladoras del sistema gustativo: el NTS, la
Clyla COF (de Oliveira et al., 2011); mientras que también recibe proyecciones de
la amigdala basolateral (ABL), implicada en representacion del valor heddnico de
una conducta, ya sea aversiva o recompensante (Jackson & Moghaddam, 2001).
En cuanto a sus conexiones eferentes, el NAcc envia proyecciones hacia el ATV y
sustancia Nigra (via directa), ademas de al PV (via indirecta) (Figura 7) (Kupchik
et al., 2015). Se cree que las vias directa e indirecta controlan diversos aspectos
de la conducta de eleccion. Las neuronas de la via directa aumentan su actividad
cuando ocurre una situacion mejor de lo esperada, promoviendo el acercamiento
inmediato hacia el estimulo, ademas de reforzar las sinapsis corticoestriatales para
promover la seleccion de este estimulo en el futuro (Bromberg-Martin et al., 2010).
Por otro lado, la via indirecta inhibe la conducta de acercamiento hacia estimulos
aversivos 0 no recompensantes y a su vez promoviendo la eleccion de evitar este
estimulo en el futuro (Hikida et al., 2013; Nakanishi et al., 2014). Debido a esto se

cree que el NAcc es capaz de regular las conductas de eleccion en diversos
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modelos conductuales, ya que recibe informacion sensorial y del estado interno del
organismo, y a su vez utiliza esta informacién para generar una accion o para

inhibirla, dependiendo del contexto (Hikida et al., 2013; Hikosaka et al., 2019).

Como ya se explicod, debido a estas conexiones, se considera al NAcc como una
interfaz funcional entre el sistema limbico y el sistema motor, a través de las via
directa e indirecta (Salgado & Kaplitt, 2015), asi jugando un papel importante dentro
de los mecanismos necesarios para escoger y ejecutar un plan de accién para
lograr un objetivo. De forma especifica, se sabe que el NAcc participa en
circunstancias ambiguas o cambiantes, donde es necesaria la flexibilidad de la
conducta, es decir, cuando los organismos deben identificar y realizar un nuevo
conjunto de acciones que dependen de la situacion en la que se encuentran
(Ambroggi et al., 2011; Floresco et al., 2008; Ghazizadeh et al., 2012; Nicola, 2010;
Sicre etal., 2020). Con respecto a su relacion con las memorias gustativas
aversivas, mediante analisis inmunohistoquimicos se descubrié un aumento de la
actividad del NAcc durante la formacion de estas memorias, el cual es dependiente
de la concentracion de dopamina (Ramirez-Lugo et al., 2007). Ademas, cuando los
organismos evocan estas memorias, también se genera un aumento en la actividad
del NAcc (Soto et al., 2017; Yasoshima et al., 2006). Sin embargo, ésta parece ser

independiente de los niveles de dopamina (Marotta et al., 2014).
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Figura 7.- Modelo de la via directa (azul) e indirecta (rojo) del Niicleo accumbens. ATV: Area Tegmental Ventral, PV: Pdlido

Ventral, SNr: Sustancia negra, COF: Corteza orbitofrontal, Cl: Corteza insular (Modificado de (Kupchik & Kalivas, 2017).

Para recapitular, el NAcc es una de las estructuras posiblemente mas involucrada
en una conducta de eleccidon guiada por memorias gustativas aversivas debido a la
existencia de conexiones aferentes del sistema gustativo (Cl y COF) yla ABL, y de
esta manera, implicada en conductas aversivas y apetitivas. Esta region, ademas,
funciona como una estructura clave en las vias directa e indirecta que
desencadenan una conducta motivacional, regulando las conductas de

acercamiento y alejamiento dependiendo de los estimulos presentes.
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Relacién entre la informacién gustativa y visceral

De cierta forma el sistema gustativo (en especial la Cl y la COF), es el intermediario
entre los mundos externo e interno. Se encuentra en la interfaz de estos dos
entornos muy diferentes y, por lo tanto, se encarga de tomar la decision final sobre
queé, desde un entorno quimico externo incontrolado y a menudo hostil, debe
incorporarse en el entorno bioquimico altamente controlado del interior del

organismo (Scott, 2011).

En la naturaleza el sentido del gusto cumple principalmente dos funciones: permite
a los organismos evaluar la naturaleza de lo ingerido, es decir el valor nutritivo o
téxico de los alimentos, a la vez que les ayuda a elegir que alimentos volver a ingerir
y a prepararse para metabolizarlos (Breslin, 2013). Este sentido es de particular
importancia para los animales omnivoros debido a la gran variedad de alimentos
que pueden ingerir y su variacion en contenido de nutrientes, ademas considerando
que aumenta la probabilidad de ingerir toxinas de forma accidental (Breslin, 2013).
El sentido del gusto es especialmente adecuado para aprender sobre las
consecuencias viscerales, como la saciedad y las nauseas, comparado con el

aprendizaje hacia estimulos meramente externos (Scott, 2011).

Recapitulando, es de suma importancia para la supervivencia de los organismos la
asociacion entre los alimentos y los efectos en el organismo, que pueden ser
apetitivos, neutros o aversivos. Un modelo muy util para estudiar este fenémeno y
que previamente ha sido utilizado en el laboratorio, es el condicionamiento aversivo

al sabor.
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Condicionamiento aversivo a los sabores

La “conversion” en la preferencia por un sabor (comunmente conocido como
estimulo condicionado o EC) que se ha asociado con un malestar visceral
(comunmente conocido como estimulo no condicionado o EN) se le conoce como
condicionamiento aversivo al sabor (CAS). Constituye una asociacién aprendida
entre las propiedades sensoriales del gusto y las propiedades sensoriales del
malestar y puede ocurrir cuando la aparicion ocurre en minutos e incluso horas

después del EC (Chambers, 2018).

La mayoria de los animales, en especial los que cuentan con una dieta variada
cambiante, pueden experimentar un proceso de CAS. En la naturaleza es mas
probable experimentar CAS compuesto (una combinacion de uno o mas de
propiedades oro sensoriales) debido a la gran variedad de estas propiedades en
los alimentos como pueden ser la textura, la temperatura, el sabor, entre otras. Para
analizar este fendmeno en el laboratorio, se utiliza un EC formado por un elemento
singular (sabores) minimizando cualquier otra caracteristica o, en caso de no
poderse eliminar tal, compartirla con el control, por ejemplo: el uso de distintos
sabores pero que ambos se presenten en estado liquido (Lin et al., 2017). En este
caso se utilizé la sacarina como el EC, el cual ha probado ser efectivo previamente

en el laboratorio (Ramirez-Lugo et al., 2016).

En cuanto a los EN utilizados, Garcia y Ervin (1968) reportaron que los estimulos
gustativos que se asociaban con un estimulo aversivo interno, por ejemplo dolor

estomacal, son mas efectivos para desarrollar el CAS que otros estimulos aversivos
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de naturaleza externa, por ejemplo la presencia de un shock eléctrico. Esto lo
explicaban postulando que “la seleccion natural probablemente favorecia
mecanismos que asociaban las sefales gustativas y olfativas con un estado interno
de malestar dado que lo receptores quimicos analizaban el material que estaba por
incorporarse al estado interno del animal”. De esta forma el EN mas comunmente
utilizado en el campo y empleado también en este trabajo, es el cloruro de litio (LiCl),
ya que su inyeccion o consumo induce nausea y malestar intestinal, transmitiendo
esta informacion al cerebro a través del nervio vago (X) y los nervios aferentes

esplanicos (Welzl et al., 2001).

En el caso de este trabajo, se utilizaron dos variantes del CAS: en ambos grupos
se asocid el sabor de la sacarina con un evento aversivo, sin embargo en el
segundo grupo se les presentod la opcidn de ingerir agua en lugar de la sacarina.
Esto se realiz6 con el fin determinar qué estructuras pueden estar participando en
la conducta de eleccion guiada por una memoria gustativa aversiva (grupo con
sacarina y agua), pero sin activarse de forma exclusiva durante la evocacion de

esta memoria (grupo con solo sacarina) (mas detalles en la metodologia).
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Figura 8. Via de la transcripcion del gen c-Fos por receptores glutamatérgicos (NMDAR) o entrada de calcio por canales

dependientes de voltaje (VSCC) (Cruz et al., 2013).

Para identificar el reclutamiento (activacion) del NAcc en este tipo de conducta, en
este trabajo se usé la deteccién inmunohistoquimica de la proteina c-Fos. Esta
proteina es codificada a partir del gen de expresién rapida fos, de 62 kDa, el cual
posee una cremallera de leucina en el dominio de unién a proteinas que promueve
la dimerizacion otros factores de transcripcion que contienen cremallera de leucina,
como los miembros de la familia Jun, para formar un complejo dimérico de unién a

DNA (Vinson et al., 2002).
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La expresién del gen fos es dependiente de la via MAPK (proteina quinasa activada
por mitdgeno) que se activa mediante el aumento del calcio intracelular en
respuesta a la activacién de receptores glutamatérgicos (Appleyard, 2009) (Figura
8). El aumento en la cantidad de calcio es resultado de una larga y continua
actividad neuronal, como la que se da cuando un organismo realiza una conducta
(Chung, 2015). El comienzo de la transcripcién del gen fos es de entre 5 a 20 min
posteriores a un estimulo. La acumulacién de ARNm alcanza un maximo entre 30
y 45 min después del inicio de diversos estimulos, disminuyendo con una vida
media corta de 12 min. La sintesis de la proteina sigue a la acumulacion de su
mMRNA y se puede detectar mediante inmunohistoquimica desde los 20 min
posteriores a un estimulo, alcanzado una maxima acumulacion a los 90 minutos
después de la estimulacién (Perrin-Terrin et al., 2016). El empleo de c-Fos tiene
ventajas ante otros tipos de marcadores: se presenta en cantidades muy bajas en
estado basal, su repuesta es transitoria, su deteccién no es complicada y puede
combinarse con otros marcadores, entre otras (Kovacs, 2008). Debido a estas
caracteristicas, la inmunohistoquimica contra c-Fos resulta ser una herramienta
muy util para estudiar la actividad neuronal de ciertas estructuras, en este caso el

NAcc, en nuestro modelo de conducta.
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Planteamiento del problema

Se conoce que, anatdmicamente, la parte ventral de estriado que contiene al NAcc
representa un enlace entre el sistema limbico y el sistema motor. Funcionalmente
se ha sugerido que el NAcc utiliza informacion emocional (proveniente del sistema
limbico) para ejecutar acciones conductuales (a través del sistema motor). El
condicionamiento aversivo gustativo en roedores es un buen modelo animal para
estudiar los mecanismos cerebrales que subyacen al procesamiento de informacién
emocional aprendida y la ejecucion de conductas guiadas por esa memoria.
Estudios previos han mostrado, de manera independiente, que el NAcc es una
estructura cerebral que es necesaria, por una parte, para la evocacién de memorias
gustativas, y por otro lado, para conductas de eleccion. Sin embargo, no esta claro
coémo se recluta dicha estructura cuando las memorias gustativas guian conductas

de eleccion.
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Pregunta de investigaciéon

¢Hay un mayor reclutamiento neuronal del NAcc durante la conducta de eleccion
guiada por memorias aversivas que cuando se evoca dicha memoria sin opciones

de eleccion?

-p1 CAS

Reclutamiento
del NAcc

Con opcidn

Figura 9. Diagrama sindptico que representa el andlisis comparativo del reclutamiento del NAcc en dos diferentes modelos

CAS: con y sin opcion (Ver metodologia) CAS; condicionamiento aversivo al sabor.
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Hipotesis

El numero de neuronas reclutadas del NAcc (evaluado por expresién de c-Fos) sera
mayor cuando las memorias gustativas guian conductas de eleccion que cuando

dichas memorias se evocan en ausencia de opciones de donde elegir.

Objetivo

Mediante la cuantificacion del marcador proteico de actividad temprana neuronal c-

Fos, evaluar el reclutamiento del NAcc (alo largo de su eje anteroposterior) durante:

1) La evocacion de una memoria gustativa aversiva (utilizando el CAS sin opcién).

2) Conducta de eleccion guiada por la evocacién de una memoria gustativa

(utilizando el CAS con opcion).
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Métodos

Sujetos experimentales

Los sujetos experimentales fueron 10 ratas de la cepa Wistar, machos, con un peso
inicial de 270-300 gramos, pertenecientes a una colonia criada en el Instituto de
Fisiologia Celular. Los animales se mantuvieron en el vivarium en cajas individuales
a una temperatura controlada (24°C) bajo ciclos de luz/oscuridad con una duracion
de 12 horas cada uno. Todos los procedimientos conductuales y manipulaciones
fueron realizados durante el ciclo de luz. Los animales se mantuvieron con una dieta
de agua y chow ad libitum antes de comenzar el experimento. Todos los
procedimientos fueron avalados por el IFC a través del manual para el Cuidado y

Uso Animal de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

Conducta

Se privd de agua a los animales 24 horas antes de empezar el experimento para
asegurar que bebieran de alguno de los bebederos presentados durante el
condicionamiento. Durante los siguientes 5 dias, periodo que llamaremos linea
base (entrenamiento), se presentd uno (CAS sin opcion) o cuatro (CAS con opcidn)
bebederos con un total de 12 ml de agua en el bebedero individual o en los cuatro
bebederos en conjunto (3 ml por bebedero) durante 10 min, seguido de un

bebedero extra con 6 ml durante los siguientes 10 min que evalua la motivacion de
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los animales a beber, independientemente del grupo al que pertenecen (20 min de
periodo experimental). Este procedimiento se realizé 2 veces al dia con una
diferencia de 6 horas. En el dia 1 -experimental- se realizé la adquisicion del CAS
donde se presentd un estimulo gustativo nuevo (sacarina 0.1%) como estimulo
condicionado (EC) y 15 min después se administré una inyeccion intraperitoneal de
cloruro de litio (LiCl, 0.4M, 7.5 mi/kg) para inducir malestar gastrico como el estimulo
incondicionado (El). Se realiz6 el primer (PB1,) y segundo (PB2) consumo de
sacarina post-adquisicion 6 y 24 hrs después del condicionamiento,
respectivamente. Esto se realizé con el fin de evaluar el aprendizaje al cuantificar
el consumo de sacarina, el cual debe disminuir durante la PB1 y la PB2 al
compararlo con la linea base. Las PB1 y PB2 se realizaron al presentar el EC, pero

no el El.

CAS sin opcidén

La adquisicion del CAS se llevé a cabo presentando primero el bebedero extra (6ml
de agua)(10min) y después la botella con sacarina (12 ml)(10 min) para que el
ultimo estimulo que beban los animales antes de la inyeccion de LiCl (15 minutos

despues) sea la sacarina y asociaran su sabor con el malestar gastrico (Figura 10).
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CAS con opcioén

Durante la adquisicion se presentd primero los cuatro bebederos (dos con sacarina
intercalados con dos de agua; 3 ml cada uno)(10min) y en seguida el bebedero
extra que, unicamente durante la adquisicidn, también contenia sacarina (10 min).
Despues de 15 min se les administrd la inyeccién del LiCl. Durante las pruebas el

bebedero extra tenia agua nuevamente.

Ensayo de inmunoreactividad
de c-Fos
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Figura 10. Mapa temporal del modelo experimental utilizado. Durante el condicionamiento, ambos organismos recibieron
una inyeccion de cloruro de litio 15 min (35 min desde el inicio de la fase experimental) después de la ultima presentacion
de sacarina, provocando la aversion. Durante la PB1 y PB2 se presentan los bebederos de la misma forma y se cuantifica
el consumo de sacarina para evaluar la adquisicion de la memoria aversiva (0-10 min), sequido de un bebedero con 6ml
de agua (10-20 min) como control de sed. 90 min después del inicio de la PB2 se sacrifica y perfunde a los animales para
realizar los ensayos de inmunoreactividad contra c-Fos. PB1; prueba 1, PB2; prueba 2, CAS; condicionamiento aversivo al

sabor.
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Histologia

Los animales fueron sacrificados utilizando pentobarbital sédico intraperitoneal
( (PiSA Agropecuaria, 0.063g/ml, 200 mg/kg) seguido de perfusidn transcardial, en
la cual se utilizé solucién salina (0.9%) seguida de 250 ml de paraformaldehido frio
al 4%. Se extrajeron los cerebros y se mantuvieron en paraformaldehido durante
un dia. Posteriormente fueron sumergidos en una solucién de sacarosa (30%) en
PBS 0.1M para crioproteccion hasta que los cerebros fueron rebanados en criostato.
Se obtuvieron secciones de 40 um que fueron usadas en la inmunohistoquimica a

c-Fos.

Inmunohistoquimica

Las secciones fueron escogidas con base en el atlas estereotaxico The Rat Brain
in Stereotaxic Coordinates (Paxinos & Watson, 2006) y se definen por su distancia
a Bregma. Todas las secciones fueron pretratadas bajo un proceso de recuperacion
de antigeno basado en la inmersion de buffer de citratos 0.01 M (pH 6.0) en un
vaporizador durante una hora, seguido de inmersion en H2O2 3% (bloqueo de
peroxidasas) y lavados de TBST 0.1M. Se utilizé entonces un buffer de bloque
formado por una solucién de TBST 0.1M, 2.5% BSA (Santa Cruz Biotechnology),
1% NGS (Vector Laboratories) y 1% Tween a temperatura ambiente durante una
hora. Se incubaron con el suero anti-c-Fos en anticuerpo policlonal rabbit (Merk

Millipore) a temperatura ambiente durante 48 horas a una dilucién de 1:2500. Se
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incubaron entonces en una solucion del anticuerpo acoplado a biotina goat anti-
rabbit 1gG (Jackson Inmunoresearch) durante una hora a una concentracién de
1:2500 y colocadas en una mezcla del complejo avidina-biotina-peroxidasa de
rabano picante (Equipo ABC Elite; Vector Laboratories) durante una hora. Los
nucleos negros / azules inmunomarcados para c-Fos se visualizaron después de
10 min de exposicion usando el kit de reaccion de diaminobencidina a la peroxidasa
(SK-4100, DAB, Vector Laboratories). La reaccion se detiene utilizando PBS a
temperaturas bajas, seguido de tres lavados de 5 minutos de 0.1 M PBS sin Tween.
Las secciones se montaron en portaobjetos recubiertos de gelatina y cubreobjetos.
Las neuronas c-Fos-inmunomarcadas se contaron automaticamente usando el
software ImageJ (RRID: SCR_003070) en imagenes con una ampliacién 10x
tomadas con un microscopio de campo claro (Nikon, H550S) equipado con una
camara digital. Las neuronas se consideraron como positivas para la
inmunoreactividad de tipo c-Fos si el nucleo es distinto del fondo y es del tamano
apropiado (area de 25 a 250 um?) y forma (al menos 60% de circularidad). El
recuento de neurona positivas a c-Fos se promediaron para cada hemisferio en dos
o tres secciones diferentes para cada estructura. La densidad de neuronas positivas
a c-Fos (neuronas por milimetro cuadrado) se calculé dividiendo el numero de

neuronas positivas por el area total de cada region.
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Analisis de los datos conductuales

Los animales considerados para el analisis estadistico son aquéllos que
presentaron un aprendizaje robusto a lo largo de los experimentos. Los datos fueron
analizados en el programa estadistico “Statistica”. Para los datos de consumo de
sacarina, se utilizoé la prueba de ANOVA de medidas repetidas, mientras que los
datos obtenidos mediante los ensayos de inmunohistoquimica se analizaron
mediante la prueba t-Student de dos colas para muestras independientes y ANOVA
de dos vias, dependiendo del caso. Se realizo una prueba de Tukey post hoc de
ser necesaria. Consideramos como significativo p< 0.05. Los consumos de liquido
de cada animal durante la Adquisicion, Prueba 1 y Prueba 2, fueron normalizados
a porcentaje respecto al promedio de consumo de agua durante su linea base de

la manana o de la tarde.
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Resultados

El NAcc presenta actividad neuronal diferencial entre un modelo
de CAS con y sin opcion en la parte posterior

Se cree que el NAcc es un sitio de integracion del valor positivos y negativo de los
estimulos, ademas de que participa en la seleccion de una accion basada en dichos
estimulos Para probar su respuesta en la conducta de eleccion basada en una
memoria gustativa aversiva, se utilizé el modelo de CAS hacia la sacarina, con una

opciodn alterna (agua) para observar la actividad del NAcc en ambos casos.

En la Figura 11 se muestra el consumo a lo largo de la adquisicion, la prueba 1y 2
en los modelos con y sin opcidn. Se observé que durante las pruebas ocurrié una
disminucién del consumo de sacarina de ambos grupos, lo que demuestra que se
realizé de forma correcta el condicionamiento. Las ratas que tuvieron un consumo
mayor al 30%, con respecto a su linea base, durante la PB1, fueron eliminados del
resto del proyecto, ya que se consideran que no se obtuvo un condicionamiento

suficientemente robusto para el resto de las pruebas.
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Figura 11. Porcentaje del consumo de sacarina con respecto a su linea base (LB )en el modelo de CAS con y sin opcion
durante las diferentes fases conductuales: adquisicion (ADQ) y la prueba 1y 2 (PB1 y 2). Se sefiala con una flecha cuando
se realizo la inyeccion de cloruro de litio para generar la aversion condicionada. Después de la PB2 se realizo la perfusion
de los animales siguiendo el protocolo mencionado en la metodologia. Existe una diferencia significativa entre las fases
conductuales (ANOVA: F (2,36) =191.64, p=.0000; comparacion post hoc del grupo Sin opcion: entre ADQ y PB1: p =
0.0000132, entre ADQy PB2 : p = 0.0000132; comparacion post hoc del grupo Con opcion: entre ADQy PB1: p = 0.0000132,
entre ADQ y PB2 : p = 0.0000132; comparacion post hoc del grupo Sin opcion: entre PB1 y PB2: p = 0.068; comparacion
post hoc del grupo Con opcion: entre PB1y PB2: p = 0.7265). No existe diferencia entre los grupos Sin (n=10) y Con opcion

(n=11) (ANOVA (F (1, 18)= 1.5462, p=.22964).

En la Figura 12 se muestran los resultados del analisis de c-Fos de los tejidos
obtenidos de los organismos que desarrollaron de forma correcta la conducta en
ambos modelos. El resultado muestra que existe un aumento en el reclutamiento

del NAcc en la conducta de eleccion guiada por una memoria gustativa aversiva
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(Grupo Con opcidn) comparado con el reclutamiento obtenido cuando solo se evoca

la memoria aversiva (Grupo Sin opcion)
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Figura 12. Comparacion grdfica de la densidad de c-Fos entre los tejidos obtenidos en los modelos de CAS con opcion (M=
127.4931, SD = 26.70857, n=11) y sin opcion (M =84.60242, SD =24.9559, n=10) en el NAcc. Existe una diferencia
significativa entre los grupos (t(19)= 3.7911, p=.001235). Los datos para cada grupo se obtuvieron de los tejidos
clasificados con base a su distancia con respecto a Bregma de 2.5, 2.0, 1.2 y 0.8 (representadas mediante el corte sagital

arriba) (Paxinos y Watson, 2006)

Con el fin de determinar si todo el NAcc cuenta con un patrén de reclutamiento
homogéneo o si en cambio, se puede atribuir estos resultados a una poblacion
neuronal determinada a lo largo del eje anteroposterior, como lo reportado por

Castro (2015), se decidio realizar analisis de zonas especificas de la estructura.
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El analisis de las porciones anterior y posterior del NAcc mostro resultados similares
al de la estructura completa. Se encontré6 un aumento en los niveles de
reclutamiento en el modelo de CAS con opcidon, en ambas divisiones,

comparandolos con el modelo sin opcion (Figura 13).

Debido a lo anterior, se decidié continuar el analisis de coordenadas estereotaxicas
representativas de las porciones anterior y posterior del NAcc (Figura 14). Esto
evidencio a las coordenadas 2.0 y 0.8 con respecto a Bregma como la localizacién
de las poblaciones neuronales que cuentan con un aumento en su reclutamiento
durante una conducta de eleccion guiada por una memoria gustativa aversiva. Las

coordenadas 2.5y 1.2 con respecto a Bregma no presentaron estas diferencias.

Las diferencias en la actividad entre ambos modelos se pueden observar en la
Figura 15, donde se muestran fotos representativas de los resultados obtenidos en
estas coordenadas. En la Figura 16 se muestra un corte sagital en la coordenada
lateral 0.4 con respecto a Bregma donde se puede observar las coordenadas en el
eje anteroposterior que se utilizaron en este analisis para comparar la actividad del

NAcc en ambos modelos.

De esta forma se descubrié que el aumento de la actividad del NAcc durante una
conducta de eleccidén guiada por una memoria gustativa aversiva se da en regiones

especificas del eje anteroposterior y no a lo largo de toda su estructura.
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Figura 13. Comparacion grafica de la densidad de c-Fos entre los tejidos obtenidos en los modelos de CAS con opcién y
sin opcion en el NAcc en sus divisiones anterior y posterior. A) Existe una diferencia significativa entre los grupos con (M=
112.12329, SD = 37.84571, n=10) y sin opcion (M= 78.74107, SD = 28.52748, n=10) en la porcién anterior del NAcc (t(18)=
2.22741, p= 0.038919).B) Existe una diferencia significativa entre los grupos con (M= 141.8518, SD= 22.04396, n=11) y sin
opcion (M= 90.85215, SD = 24.27705, n=10) en la porcién posterior del NAcc (t(19)= 5.04666, p= 0.000072). Los datos
para cada grupo se obtuvieron de los tejidos clasificados con base a su distancia con respecto a Bregma de 2.5, 2.0, 1.2 'y

0.8 (representadas mediante el corte sagital arriba) (Paxinos y Watson, 2006)
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Figura 14. Comparacion grdfica de la densidad de c-Fos entre los tejidos obtenidos en los modelos de CAS con opcion (n=11)
y sin opcion (n=10) en coordenadas representativas de la porcion anterior y posterior del NAcc (Distancia con respecto a
Bregma 2.5, 2.0, 1.2, 0.8). En la zona anterior se presenté una diferencia significativa en la coordenada 2.0 pero no en la
2.5 (ANOVA - interaccién entre modelo (con y sin opcién) y la coordenada a analizar (2.5 y 2.0): F (1, 34) = 2.1872, p=
0.14837; comparacion post hoc: entre los grupos: 2.5: p= 0.945847 y 2.0: p= 0.045857). En la zona posterior se presento
una diferencia significativa en la coordenada 0.8 pero no en la 1.2 (ANOVA - interaccion entre modelo (con y sin opcion) y
la coordenada a analizar (1.2 y 0.8): F (1, 35) = 0.31513, p= 0.57813; comparacion post hoc: entre los grupos: 1.2:
p=0.087899y0.8. p=0.011146). Los datos para cada grupo se obtuvieron de los tejidos clasificados con base a su distancia

con respecto a Bregma de 2.5, 2.0, 1.2 y 0.8 (representadas mediante el corte sagital arriba) (Paxinos y Watson, 2006)
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Figura 15. Fotografias representativas de la inmunohistoquimica contra c-Fos, utilizada para el andlisis de reclutamiento
entre los grupos con CAS sin (B, E, Hy K) y con opcion (C, F Iy L). A, E, G y J son diagramas de las coordenadas con respecto

a Bregma 2.5, 2.0, 1.2 y 0.8 respectivamente.
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Figura 16. Corte sagital en la coordenada lateral 0.4 con respecto a Bregma donde se muestra al NAcc (verde). Las lineas
de color negro representan las coordenadas especificas donde se analizo la actividad neuronal de esta estructura en los

modelos sin opcidén y con opcion.
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Discusion

La identificacién de nutrientes y compuestos toxicos con base a su sabor es una
habilidad necesaria para los humanos y diversos omnivoros para garantizar su
supervivencia. Aunque se conoce la participacion de diversas estructuras
cerebrales durante el procesamiento gustativo, existe poca informacion sobre qué

estructuras participan en la conducta de eleccidon guiada por memorias gustativas.

En especifico al CAS, se conoce que la Cl es necesaria para la identificacion de los
estimulos gustativos y, de forma conjunta a la amigdala, participa en la adquisicion
y evocacion de las memorias gustativas (Arieli et al., 2020; Ferreira et al., 2006;
Gallo et al., 1992; Gehrlach et al., 2019). Por parte de la corteza prefrontal, sdélo la
COF ha mostrado ser necesaria para la conducta de eleccién adaptativa guiada por
una memoria gustativa (Ramirez-Lugo et al., 2016). Segun diversos estudios,
incluidos uno ya publicado en nuestro laboratorio, la COF utiliza el valor aprendido
de los estimulos presentes para elegir un plan de accion, es decir, es necesaria
para realizar una conducta de eleccioén. Sin embargo la COF no participa en el tipo
de conductas que solo dependen de la evocacion de una memoria, en otras
palabras, la COF no es necesaria para recordar la relacion entre el estimulo(por
ejemplo, el sabor de la sacarina) y su resultado (por ejemplo, el dolor abdominal)
(Balleine et al., 2011; Burke et al., 2008; Nogueira et al., 2017; Ostlund & Balleine,

2007a, 2007b; Ramirez-Lugo et al., 2016).
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Sin embargo, para que los organismos ejecuten una accion es necesario que la
informacion sensorial y cognitiva proveniente de la Cl y COF sea integrada por el
cuerpo estriado, especialmente por el NAcc (lkemoto et al., 2015; Mannella et al.,
2013). Este cuenta con proyecciones directas e indirectas hacia otras estructuras
que conforman los ganglios basales, como el PV, ATV y sustancia negra (SNr), que
regulan la actividad motora a través de sus diferentes conexiones con estructuras
del circuito tadlamo cortico estriatal (Bariselli et al., 2016; Breton et al., 2019;
Groenewegen et al., 1993; Hosp et al., 2015; Kha et al., 2001; Mogenson et al.,
1979; Root et al., 2015; Y. Smith & Masilamoni, 2017; Takada et al., 1988). Se
observa entonces que el NAcc es necesario para establecer la conexiéon entre la
informacion proveniente de las estructuras corticales con los ganglios basales, que

codifican la ejecucién de la accion mas beneficiosa en relacion con esta informacién.

Diversos estudios apoyan el papel del NAcc como una estructura integrativa en el
procesamiento de estimulos y la conducta de eleccion basada en estos estimulos.
Mediante estudios electrofisioldgicos se ha mostrado un aumento de la actividad
del NAcc a la presentacion de estimulos apetitivos y aversivos (Carelli, 2002; Cone
et al.,, 2015; Gmaz et al., 2018; Roitman et al., 2005, 2010; Taha & Fields, 2005;
Wheeler et al., 2008). Los estudios de actividad mediante marcadores bioquimicos
de la actividad apoyan estos resultados; muestran un aumento del reclutamiento de
esta estructura durante conductas apetitivas y aversivas (Dela Cruz et al., 2015;
Robinson & Berridge, 2013; Shiflett et al., 2009; Soto et al., 2017). Por otra parte,
existe evidencia de la participacion del NAcc en diversos modelos de eleccion

(Fatahi & Haghparast, 2018; Stopper & Floresco, 2011; Walton et al., 2009). Debido
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a estas caracteristicas, en este trabajo se decidi6 analizar el reclutamiento del NAcc
durante la conducta de eleccion que lleva a cabo el organismo basada en una

memoria gustativa aversiva.

A pesar de que se conoce que el NAcc aumenta su actividad durante la evocacion
de una memoria gustativa aversiva (Inui-Yamamoto et al., 2010; Yasoshima et al.,
2006), se desconocian los niveles de reclutamiento de esta estructura cuando a los
organismos se les presenta una eleccion basada en este tipo de memoria. La
actividad coordinada de las proyecciones corticolimbicas, particularmente hacia el
NAcc, provoca conductas especificas, ya que la mayoria de estas proyecciones son
de caracter excitador (glutamatérgicas) (Britt et al., 2012; Harris & Peng, 2020;
Salgado & Kaplitt, 2015). Por lo tanto, se espera obtener un aumento en el numero
de neuronas que se activan del NAcc cuando el organismo realiza una conducta de
eleccion. En este trabajo se demostré un aumento de la actividad del NAcc durante
la conducta de eleccién basada en una memoria gustativa aversiva: cuando al
organismo se le presenta dos opciones gustativas, una de ellas pareada con una
memoria aversiva (la sacarina asociada al dolor abdominal) y otra no asociada al
estimulo aversivo pero que capaz de saciar su motivacion de rehidratarse (el agua),
se genera un aumento en el reclutamiento de neuronas del NAcc, comparado a
cuando se les presenta solo la sacarina. Esto es consistente con la idea de que el
NAcc juega un papel importante en la modulacion de conductas que requieren
flexibilidad cognitiva, como las elecciones (Corbit & Balleine, 2011; Darvas &
Palmiter, 2011; Floresco etal., 2018; Radke etal., 2019), y no solo de las

respuestas asociadas a estimulos, como en el modelo de CAS sin opcion.
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Una vez terminado el analisis de la actividad del NAcc en su totalidad, comprobando
el aumento del reclutamiento del NAcc durante la conducta de eleccion en nuestro
modelo, se decidié realizar el analisis del NAcc tomando en cuenta su parte anterior
y posterior por separado, ya que existe evidencia de que estas estructuras controlan
diferentes aspectos de la conducta. Castro y Berridge (2014) reportan la existencia
de diferentes patrones de conducta al activar la parte anterior (reacciones apetitivas)
y posterior (reacciones aversivas) con agonistas de receptores opioides (mu, delta
y kappa). Ademas este mismo grupo de investigaciéon (Castro et al., 2015) propone
un modelo de activacién del NAcc donde su zona anterior controla la via directa
(proyecciones GABAérgicas al ATV) mientras que la parte posterior controla la via
indirecta (proyecciones GABAérgicas al PV), dando origen a respuestas

conductuales diferentes.

En este trabajo se demostré que ciertas secciones, las coordenadas con respecto
a Bregma 2.0 y 0.8, del NAcc anterior y posterior se reclutan exclusivamente en
nuestro modelo de CAS con opcién al compararse con el modelo de CAS sin opcion,
mostrando su reclutamiento durante la conducta de eleccidn. Esto indica una mayor
participacion del NAcc en tareas de eleccidn cuando se evoca una memoria
gustativa aversiva, guiando a la rata hacia otra sustancia que ha demostrado no
generar efectos adversos, en este caso el agua, y que satisface su motivacion
(rehidratarse). Aunque la actividad neuronal en las regiones anterior (coordenada
2.0) y posterior (coordenada0.8) aumentan de forma similar cuando los individuos
deben realizar una eleccién en nuestro modelo de CAS, no se sabe en qué aspecto

de la conducta de eleccion participan estas regiones, ya que, como ya se menciono,
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la region anterior y posterior del NAcc pueden generan diferentes patrones de

conducta (Castro & Berridge, 2014).

Para aclarar esta cuestion, en otro proyecto realizado en nuestro laboratorio, dando
continuidad a los resultados aqui presentados sobre el reclutamiento del NAcc en
la conducta de eleccion y para determinar si el NAcc es necesario para llevar a cabo
esta conducta, se realizé la inactivacién de la parte anterior y posterior del NAcc.
De maneria especifica, se inactivo en las coordenadas con respecto a Bregma 2.0
y 0.8 que, como ya se menciond, habian demostrado actividad diferencial en el
modelo de conducta (Figura 14). Esta inactivacion se realiz6 con
muscimol/baclofeno (agonistas GABAérgicos) momentos antes de realizar la

prueba 2 en nuestro modelo (Figura 17).

Bajo estas condiciones se encontré que la inactivacion del NAcc anterior con
muscimol/baclofeno en el modelo de CAS con opcién, dificulta el comportamiento
de eleccidon guiado por una memoria de sabor aversivo sin afectar su evocacion y
la inactivacién del NAcc posterior facilita este comportamiento. El resultado
obtenido con el analisis de la actividad el NAcc en este estudio y los resultados
obtenidos con la inactivacion de estas estructuras podria parecer contradictorio ya
que, aunque los patrones de actividad en la zona anterior y posterior son similares,
la inactivacion de estas poblaciones celulares tiene efectos distintos en la conducta

de eleccion.
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Figura 17. Resultados obtenidos con la inactivacion de NAcc con anterioridad en el laboratorio. A) La inactivacion del NAcc
anterior dificulta el comportamiento de eleccion guiado por una memoria de sabor aversivo sin afectar su evocacion. B)
La inactivacion del NAcc posterior facilita el comportamiento de eleccion guiado por una memoria de sabor aversivo sin
afectar su evocacion. La flecha negra con linea continua sefiala los momentos donde se realizo la inactivacion

(inmediatamente antes de la prueba 2 (por publicar).

Sin embargo, una posible explicacion de este fendbmeno podria hallarse en la
existencia de diferentes conexiones aferentes a la parte anterior y posterior del
NAcc, por parte de ciertas cortezas prefrontales como la COF y la IL
respectivamente (Figura 18) (Asher & Lodge, 2012; Narayanan & Laubach, 2017;

Geoffrey Schoenbaum et al., 2006).
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Figura 18- Representacion grdfica de la existencia de proyecciones aferentes de COF y la IL hacia las zonas anterior y

posterior del NAcc respectivamente.

Ademas de considerarse como la corteza gustativa secundaria (recibe conexiones
de la Cl), existe evidencia de que la COF medial y ventral pueden constituir una
unidad funcional o red de aprendizaje de recompensa y toma de decisiones (Jollant
et al.,, 2010; Nogueira et al., 2017; Ramirez-Lugo et al., 2016). Ademas se ha
comprobado, usando los mismos modelos que en este trabajo, que la COF guia el
comportamiento de eleccion basado en una memoria aversiva a los sabores
(Ramirez-Lugo et al., 2016). Como ya se menciono, existe evidencia de que la COF
proyecta principalmente a la zona anterior del NAcc y que estas conexiones tienen
control directo a los niveles de reclutamiento de esta zona (Castro & Berridge, 2017).

Los resultados obtenidos de la inactivacién del NAcc anterior son muy similares a

los obtenidos previamente en nuestro laboratorio por Ramirez-Lugo (2016), donde
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la inactivacion de esta estructura genera un aumento en el consumo de sacarina
pareada aversivamente en el modelo de CAS con opcidn pero no sin opcion. Esta
evidencia muestra una relacion directa entre el aumento de actividad neuronal de
la COF y el NAcc anterior durante la conducta de eleccidén guiada por una memoria
gustativa aversiva, ademas de mostrar, mediante su inactivacién farmacoldgica,
gque ambas estructuras son necesarias para realizar correctamente esta conducta
de eleccion. Para confirmar que la actividad y participacion del NAcc anterior en
esta conducta de eleccion es dependiente de las proyecciones aferentes
provenientes de la COF seria necesario el uso de técnicas ontogenéticas para

inactivar estas proyecciones de manera especifica

La IL se considera una regién de la corteza prefrontal ventromedial caracteristica
por contar con una gran cantidad de conexiones con estructuras subcorticales que
regulan comportamientos cognitivos complejos, incluyendo el NAcc. Aunque
diversos estudios consideran a la IL como una estructura que controla
principalmente la adquisicion y expresién de la extincion del miedo (Bloodgood et al.,
2018; Do-Monte et al., 2015; Sotres-Bayon & Quirk, 2010; Thompson et al., 2010),
existen estudios que muestran que puede regular otros aspectos de la conducta de
eleccion, como la de la busqueda de una recompensa cuando esta se presenta
acompafada de un estimulo aversivo o cuando la entrega de la recompensa es
dependiente de que el organismo cambie su conducta (dependiendo del modelo
utilizado) (Capuzzo & Floresco, 2020; Ishikawa et al., 2020; van Holstein & Floresco,
2020). Por otra parte, la inactivacion optogenética de la IL ha mostrado disminuir la

eleccion de estimulos neutros y aversivos basada en un aprendizaje (Barker et al.,
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2018; K. S. Smith et al., 2012), mostrando que en ciertos casos la inactivacion de
la IL parece “mejorar” una eleccion basada en una memoria. Esto es de particular
importancia ya que existe un mayor numero de conexiones aferentes por parte de
la IL a la zona posterior del NAcc, comparandolas con las existentes en la parte
anterior (Heilbronner et al., 2016). Como ya se menciond, estas conexiones pueden
explicar la aparente contradiccidon entre el aumento de actividad del NAcc
posterior ,que se observo durante la conducta de eleccidon mediante los ensayos de
inmunohistoquimica contra c-Fos, y su inactivacion farmacologica con
muscimol/baclofeno, que genera un aparente “mejoramiento” en la conducta de
eleccion, esto es, una disminucion del consumo de sacarina pareada

negativamente.

Sin embargo, existen limitaciones inherentes de las técnicas utilizadas en este
estudio. Aunque la inmunohistoquimica contra c-Fos es un buen reflejo de la
actividad general de la estructura, no nos permite caracterizar bioquimicamente
esta poblacién, es decir, no nos permite conocer el tipo celular o el tipo de
receptores con los que cuenta esta poblacion neuronal, ni tampoco precisar la
temporalidad del proceso. Esto es especialmente problematico en el NAcc, ya que
existen dos tipos de neuronas medianas espinosas (~95%): con receptores
dopaminérgicos tipo 1 y tipo 2 (Kim et al., 2015). Conocer qué tipo celular se esta
reclutando durante la conducta de eleccion ayudaria a determinar que vias se
activan corriente abajo durante la conducta de eleccion. Por ejemplo, estructuras
como el ATV y SNr, cuya actividad es regulada por el NAcc, pueden modular

diferentes aspectos de la conducta mediante sus proyecciones hacia el estriado
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dorsal (lateral y medial), amigdala, talamo motor, e incluso proyecciones que van
de regreso al NAcc (Aoki et al., s. f.; Balleine et al., 2009; Gremel & Lovinger, 2017;
Hart et al., 2014; Mannella et al., 2016; Wouterlood et al., 2018). Podemos decir
entonces que, aunque logramos determinar el aumento de actividad del NAcc en
ciertas poblaciones neuronales a lo largo del eje anteroposterior y que éstas tienen
un claro papel en la conducta de eleccién basada en una memoria gustativa
aversiva, son necesarios estudios posteriores que determinen exactamente las
proyecciones aferentes y eferentes de estas poblaciones y qué forma regulan la
conducta en nuestro modelo. Esto ayudaria a entender cual es la participacion
exacta del NAcc en la conducta de eleccion. En este estudio se proponen a la COF
y la IL como posibles estructuras aferentes que expliquen los resultados obtenidos
mediante inactivacién, sin embargo, son necesarios mas estudios para poder

afirmarlo.
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Conclusiones

El NAcc se recluta durante la conducta de eleccidon basada en una memoria

gustativa aversiva y durante la evocacion de esta memoria.

El reclutamiento del NAcc aumenta durante la conducta de eleccién que se
realiza cuando las ratas deben elegir entre dos sustancias con diferente

sabor, una de ellas asociada con un estimulo aversivo.

El reclutamiento del NAcc aumenta durante la conducta de eleccion tanto en
la parte anterior como en la posterior, especificamente en las coordenadas

con respecto a Bregma 2.0y 0.8
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