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RESUMEN

El establecimiento de preferencia a los sabores permite a los organismos reconocer aquellos
sabores que estan relacionados con efectos posingestivos positivos. Actualmente, existe poca
informacidn sobre las estructuras cerebrales donde se asocian los inputs sensoriales y las
consecuencias posingestivas recompensantes necesarias para el establecimiento del
condicionamiento de preferencia al sabor (CPS). Sin embargo, se ha propuesto que la corteza
insular (CI) podria tener un papel funcional en la integracion de las sefiales exteroceptivas e
interoceptivas, pues trabajos previos han mostrado fluctuaciones en los niveles de catecolaminas
y de glutamato durante la presentacion de estimulos gustativos y sefiales posingestivas. Por lo
anterior, se evalud la dinamica de liberacion de neurotransmisores en la Cl durante la exposicion
a un sabor novedoso y un estimulo posingestivo positivo necesarios para la adquisicion de la
CPS. Se realizé una curva dosis-respuesta en ratas Wistar macho en las que se administraron
intraperitonealmente (i.p.) diferentes dosis de glucosa para que fueran asociadas al consumo de
sacarina (0.3%) y se encontré que la administracién de 350 mg/kg de glucosa induce un CPS a
largo plazo. Posteriormente, mediante el uso de la técnica de microdialisis in vivo, se
monitorearon los cambios en la liberacion de glutamato, norepinefrina y dopamina en la Cl
durante la ingesta de sacarina y la administracion i. p. de glucosa. Los resultados muestran que el
consumo de sacarina induce una elevacion de las catecolaminas, mientras que la inyeccion de
glucosa aumenta la liberacién de norepinefrina, dopamina y glutamato. Para evaluar el papel
funcional de estos neurotransmisores en la formacion y consolidacion del CPS, se administraron
antagonistas de los receptores NMDA (AP5), p-adrenérgicos (PROP) o dopaminergicos tipo D1
(SCH) en la CI inmediatamente antes de la glucosa o 30 minutos después de la sesién de
adquisicion del CPS. Los resultados muestran que el bloqueo farmacol6gico de los receptores
NMDA, B-adrenérgicos y dopaminérgicos tipo D1 en la Cl impide el establecimiento del CPS
cuando el bloqueo ocurre antes de la administracion de la glucosa. No obstante, el bloqueo de los
receptores NMDA y D1 en la CI impide la consolidacion del CPS, dejando intacta la memoria a
corto plazo. Estos resultados sugieren que la sefializacion glutamatérgica y catecolaminérgica
dentro de la CI juega un papel importante en el establecimiento del CPS y demuestran que la
activacion de los receptores NMDA y dopaminérgicos tipo D1 esta relacionada con la

consolidacion de la memoria de preferencia al sabor.
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INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en la actualidad, las enfermedades
cronicas no transmisibles (ENT) representan la primera causa de muerte en todo el mundo
(OMS, 2022). Este tipo de enfermedades, que se distinguen de otras por ser de duracion
prolongada y por crear una necesidad de tratamiento a largo plazo, incluyen a las enfermedades
cardiovasculares, las enfermedades respiratorias cronicas, el cancer y la diabetes. Asi pues,
mientras que en 2022 se reportd que las ENT provocaron alrededor 41 millones de muertes, lo
que equivale al 74% del total de muertes alrededor del mundo, provocaron 5.5 millones de
fallecimientos en la region de las Américas (OMS, 2022). Ese mismo afio en México, las
afecciones cardiovasculares y la diabetes se posicionaron entre las primeras tres causas de
muerte con un total de 366,178 fallecidos (Secretaria de Salud, 2022). Al indagar la etiologia de
estas enfermedades, se identifico que dentro de los factores de riesgo mas importantes que
contribuyen a su desarrollo se encuentran la mala alimentacion y la inactividad fisica (OMS,
2022). Particularmente, se encontré que existe una estrecha relacion entre el consumo de
azucares libres y el riesgo de padecer una enfermedad crénica no transmisible (OMS, 2015;

Vandevijvere et al., 2015).

Conforme a lo establecido por la OMS (2015), los azucares libres se definen como los
monosacaridos y disacaridos que el fabricante, cocinero o consumidor afiaden a los alimentos y
bebidas (p. ej. azlcar de mesa 0 sacarosa, jarabe de maiz, dextrosa, fructuosa, glucosa, maltosa,
jarabe de malta, etc.). Actualmente, el consumo elevado de estos azlcares representa uno de los
problemas de salud publica méas serios para la sociedad, pues promueven un incremento en la
ingesta de calorias que rebasa los requerimientos nutricionales recomendados (25 g o0 96 kcal por
dia) (OMS, 2016; Secretaria de Salud, 2015). Aunque la OMS ha recomendado disminuir el
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consumo de azUcares libres a menos del 10% de la ingesta calorica total (OMS, 2016), los
gobiernos de diferentes paises han implementado politicas de aumento en los impuestos para
desalentar su compra y las empresas han optado por utilizar edulcorantes artificiales con un
menor contenido caldrico, estd proyectado que la ingesta de azlcar seguira en aumento en los
proximos 30 afios (Pizzorno, 2015). Si bien esta tendencia se explica parcialmente por el
aumento en la produccion y la subsecuente disponibilidad en los alimentos (Swinburn et al.,
2011; Tan et al., 2020), de manera reciente se ha planteado que las propiedades recompensantes
de los azucares, que derivan tanto de su sabor dulce como de su valor nutricional, promueven su
ingesta, favoreciendo el sobreconsumo con relacion a otros macronutrientes (De Araujo et al.,

2020); incrementando el factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades no transmisibles.

Asi pues, con el fin de comprender los procesos que favorecen el establecimiento de preferencias
gustativas hacia los alimentos con una alta densidad caldrica, el cerebro ha sido propuesto como
uno de los actores principales pues participa en el reconocimiento del sabor dulce y del valor
nutricional de los azucares (De Araujo et al., 2020). Aunque la mayoria de las investigaciones
han hecho énfasis en que las estructuras del sistema limbico (p. ej. area tegmental ventral, nucleo
accumbens) (Mela, 2006; Rossi y Stuber, 2018; Small, 2012) y de control homeostatico de la
ingesta (p. ej. hipotadlamo) (Beutler et al., 2017; Rossi y Stuber, 2018) son los responsables del
procesamiento de las sefiales que permiten el aprendizaje de preferencias; de manera reciente se
ha propuesto que la corteza insular participa en el establecimiento de preferencias alimentarias,
pues recibe informacion de los diferentes 6rganos de los sentidos, del contenido calérico de un
alimento (Oliveira-Maia et al., 2012) e integra sefiales gustativas y viscerales necesarias para el
establecimiento de memorias gustativas por medio de la fluctuacion en la dinamica de liberacion

de neurotransmisores (Osorio-Gomez et al., 2021). Debido a lo anterior, el presente proyecto se
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plante6 como objetivo evaluar los cambios en la concentracion extracelular de diferentes
neurotransmisores en la Cl durante la adquisicion del CPS con el fin de comprender las bases

neurobiolégicas de la preferencia por el azucar.
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ANTECEDENTES

Aspectos generales del aprendizaje y la memoria

El aprendizaje es definido como el proceso mediante el cual se adquiere el conocimiento sobre el
mundo (Goelet et al, 1986) y se conocen al menos dos formas basicas: aprendizaje asociativo y
no asociativo. El aprendizaje no asociativo resulta de la experiencia con un solo estimulo; son
ejemplos de este tipo de aprendizaje la habituacion (decremento en la respuesta debido a la
estimulacion constante) y la sensibilizacion (incremento de la respuesta después de una
estimulacion intensa) (Squire, 1986). Por otro lado, el aprendizaje asociativo deriva de la
conjuncién entre dos o mas estimulos (condicionamiento clasico) o de la asociacion entre un
estimulo, la emisién de una conducta y una consecuencia (condicionamiento instrumental)
(Fiarovante, Antzoulatos y Byrne, 2008). De manera particular, el paradigma de
condicionamiento clasico ha sido ampliamente utilizado en la ciencia para entender el
aprendizaje asociativo. En dicho paradigma, un estimulo inicialmente neutro (estimulo
condicionado o EC) que precede a un evento significativo (estimulo incondicionado o EI)
adquiere la funcion de predictor del EI. Al generar esta asociacion entre EC y El, el animal
producird una conducta anticipatoria (respuesta condicionada o RC) cuando se presente el EC

(Baxter y Byrne, 2006).

En lo que refiere a la memoria, esta ha sido definida como el proceso por el cual el conocimiento
adquirido durante el aprendizaje es codificado, almacenado y posteriormente recuperado (Kandel
et al.,, 2014). Al ser un fendmeno complejo, se han generado diferentes clasificaciones de la
memoria dependiendo de la temporalidad en el almacenamiento y de la naturaleza de la
informacion. En cuanto a la temporalidad, la memoria se divide en tres tipos; el primero de éstos,
la memoria inmediata, define la capacidad de los organismos para mantener en la mente
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experiencias sensoriales durante fracciones de segundo. El segundo tipo, la memoria de corto
plazo (MCP) hace referencia a la capacidad de retener la informacion durante un periodo de
tiempo que va de los segundos a los minutos. La tercera categoria temporal es la memoria a
largo plazo (MLP), la cual implica la retencion de informacion en una forma més permanente de
almacenamiento que va desde los dias hasta afios de vida (Kandel et al., 2014). En lo que refiere
al tipo de informacion, la memoria es categorizada en declarativa y no declarativa; la memoria
declarativa o explicita involucra el almacenamiento de material relacionado a identificar
caracteristicas de los eventos como el “;qué?, el “;donde?” y “;cuando?” (Brozek, 1997), e
incluye la memoria semantica, episodica, espacial y de reconocimiento. En contraparte, la
memoria no declarativa o de procedimiento implica el aprendizaje de habilidades o asociaciones

entre las que destacan el aprendizaje perceptivo, motor y asociativo (Reber, 2008).

Memoria de reconocimiento al sabor

Dentro del repertorio conductual de los animales, la memoria de reconocimiento favorece la
identificacion de la novedad/familiaridad y las caracteristicas especificas de los eventos
(Aggleton y Brown, 1999) y tiene variantes dependiendo de los diferentes tipos de informacion
experimentados. En el caso particular del alimento, la memoria de reconocimiento al sabor
constituye una de las habilidades evolutivas mas importantes empleadas por los animales, pues
refiere la capacidad para recordar la familiaridad del sabor y las consecuencias de ingerir
alimentos (Bermudez-Rattoni, 2004). Gracias a la investigacion realizada en este campo, se ha
identificado que cuando un organismo se encuentra con un nuevo sabor, este disminuye su
consumo, lo que se conoce como respuesta neofobica. Sin embargo, si este nuevo estimulo es
asociado con una consecuencia negativa como el malestar gastrico, el consumo del estimulo

gustativo disminuye en encuentros posteriores, formando un trazo mnemico de aversion
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(BermuUdez-Rattoni, 2004). Por el contrario, si el nuevo estimulo carece de una consecuencia
negativa, el estimulo se reconoce como seguro, lo cual incrementa su consumo, reflejando un
aprendizaje similar a la habituacion y que se denomina atenuacién de la neofobia (Domijan,

1976).

Neuroquimica de la memoria de reconocimiento al sabor

Sefializacion glutamatérgica

Entre la gran cantidad de moléculas que ejercen efecto sobre la actividad neuronal, el glutamato
representa el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso en mamiferos (Zhou y
Danbolt, 2014). Este neurotransmisor se almacena en las vesiculas sindpticas de las terminales
nerviosas hasta que es liberado por exocitosis al espacio extracelular y ejerce su actividad a
través de dos tipos de receptores: ionotropicos y metabotrépicos. En lo que refiere a los
receptores ionotropicos, los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol (AMPA) y kainato son los representantes de este grupo. Por otro lado, los
receptores metabotropicos se encuentran conformados por los mGIUR, los cuales estan asociados
a proteinas G de naturaleza excitatoria y se subdividen en tres grupos (Glu I, 11 y 111) de acuerdo
con la similitud de su secuencia de aminoacidos, farmacologia y vias de sefializacion (Reznikov

etal., 2011; Zhou y Danbolt, 2014).

Al ser el neurotransmisor excitador mas abundante en el sistema nervioso, el glutamato se ha
relacionado con diversos procesos cognitivos entre los que se encuentran el aprendizaje y la
memoria (Zhou y Danbolt, 2014). En lo que refiere a la memoria de reconocimiento al sabor, los
antecedentes muestran que el sistema glutamatérgico comprende el actor principal en la

sefializacion de estimulos viscerales de naturaleza aversiva, pues se ha observado un incremento
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en la actividad glutamatérgica en estructuras como la amigdala y la Cl después de administrar un
inductor de malestar gastrico por via intraperitoneal (Miranda et al., 2002; Guzman-Ramos et al.,
2010; Osorio-Gomez et al., 2021). Asimismo, el incremento en la concentracién extracelular de
glutamato es relevante para la consolidacion de memorias gustativas aversivas, ya que su
bloqueo farmacoldgico por una antagonista de los receptores NMDA impide la consolidacion de
un condicionamiento de aversion al sabor (CAS) cuando se administra minutos después de la

induccidn del aprendizaje (Guzman-Ramos et al., 2010).

Sefializacion noradrenérgica

Descubierta inicialmente en los nervios simpaticos de los mamiferos, la norepinefrina o
noradrenalina es un neurotransmisor del sistema nervioso central involucrado en procesos como
la regulacion de la atencion, la funcién cognitiva, la respuesta al estrés, entre otras (Espafia et al.,
2016). Aunque la norepinefrina puede provenir de dos proyecciones ascendentes primarias que
se originan en el tronco encefalico, el locus coeruleus comprende el sitio predominante de
produccion de norepinefrina con proyecciones adrenérgicas hacia estructuras como la corteza, el
hipocampo, el cerebelo, la amigdala, el hipotdlamo, entre otras (Berridge y Waterhouse, 2003).
Debido a que su funcion es principalmente moduladora, la norepinefrina ejerce sus efectos a
través de su afinidad con receptores metabotropicos asociados a proteinas G de naturaleza
excitatoria (B-adrenérgicos y a-adrenérgicos tipo 1) e inhibitoria (a-adrenérgicos tipo 2) (Espafia

etal., 2016).

En lo que respecta a su papel en la memoria de reconocimiento, las investigaciones muestran que
la norepinefrina incrementa su liberacion basal en la Cl y la amigdala durante la presentacién de
un estimulo gustativo novedoso y la administracion de una solucién por via intraperitoneal (i. p.)

independientemente de su valencia (Guzméan-Ramos et al., 2010; Osorio-Gomez et al., 2021). Ya
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que la norepinefrina participa en la sefializacién tanto de informacion exteroceptiva como
interoceptiva, se ha propuesto que juega un papel modulador en el establecimiento de la memoria

gustativa de aversion (Osorio-Gomez et al., 2021).

Sefializacion dopaminérgica

Al igual que la norepinefrina, la dopamina es uno de los principales neuromoduladores en el
sistema nervioso central de mamiferos que ha sido relacionado con procesos cognitivos entre los
que destacan la sefializacién de la recompensa, la motivacion, el control motor y el aprendizaje y
la memoria (Bromberg-Martin et al., 2010). Los principales nucleos dopaminérgicos se
encuentran en la region del mesencéfalo ventral, particularmente en la sustancia pars compacta y
el &rea tegmental ventral (VTA), los cuales liberan dopamina de manera ténica y fasica (Grace et
al., 2007). Asi pues, mientras que la liberacion tonica de dopamina mantiene un nivel basal
constante de este neurotransmisor para permitir las funciones normales de los circuitos
neuronales, la liberacion fasica provoca grandes cambios en las concentraciones de dopamina en
las estructuras blanco cuando se presenta un estimulo relevante (Schultz, 2007). Es importante
mencionar que la dopamina ejerce sus efectos a través de 5 tipos de receptores, clasificados en
dos familias. Por un lado, la familia de los receptores D1 se encuentra asociada a proteinas Gs
excitatorias y esta representada por los receptores D1 y D5. En cuanto a la familia de los
receptores D2, estos actuan a través de proteinas Gi inhibitorias e incluye a los receptores D2, D3

y D4 (Beaulieu y Gainetdinov, 2011).

Se ha identificado que, al igual que la norepinefrina, la dopamina muestra un incremento en sus
niveles en la Cl y la amigdala ante la presentacion de un estimulo novedoso, sin importar su
valor positivo 0 negativo (valencia) (Osorio-Gomez et al., 2021). Asimismo, se ha encontrado

que, si bien no participa en la sefializacion de una consecuencia posingestiva aversiva o inocua,
Pagina | 12


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3032992/#R78
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3032992/#R78
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3032992/#R209

8 éNAyM
\ - %) IFC-UNAM

es relevante para la consolidacion de memorias gustativas, pues el bloqueo farmacoldgico de los
receptores tipo D1 en conjunto con el bloqueo de receptores glutamatérgicos tipo NMDA impide

la consolidacion del CAS (Guzméan-Ramos et al., 2010).

Con base en lo anterior, resulta evidente que recordar las consecuencias de ingerir alimentos es
un factor determinante para el establecimiento de una memoria de reconocimiento gustativa,
pues dota a los animales de la habilidad para discriminar entre sustancias que son seguras o
toxicas para el organismo. Sin embargo, aunque de manera experimental se ha observado la
formacion de trazos mnémicos de seguridad y aversion, también existen reportes que demuestran
que los animales exhiben una preferencia hacia los alimentos cuando estos se encuentran
asociados a efectos posingestivos positivos como la presencia de nutrientes (Berthoud et al.,
2021). En términos adaptativos, el establecimiento de preferencia a los sabores es util dentro del
repertorio conductual de los organismos pues orienta la conducta de ingesta hacia el consumo de

estimulos que representan un beneficio como el aporte de energia.

Establecimiento de preferencia a los sabores

De manera natural, algunos animales cuentan con reacciones innatas para guiar la ingesta de
alimentos (ej. aceptacion hacia la comida dulce o rechazo por sustancias amargas) (Touzani,
Bodnar y Sclafani, 2010b). Aunado a ello se ha descrito que, con el paso del tiempo, los
animales refinan estas respuestas y aprenden a reconocer los sabores de alimentos especificos
que predicen la llegada de efectos posingestivos positivos (Touzani, Bodnar y Sclafani, 2010b;
Galindo et al, 2012). Como evidencia se ha observado que algunas especies muestran preferencia
hacia los alimentos cuando son asociados con consecuencias orales o post-orales positivas a
través de un procedimiento de condicionamiento clasico denominado condicionamiento de

preferencia al sabor (CPS) (Holman, 1975).
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Condicionamiento de Preferencia al Sabor

El primer antecedente reportado sobre el establecimiento de preferencias fue realizado por
Holman en 1975; este autor fue pionero al demostrar que el aprendizaje asociativo puede
producir fuertes reacciones positivas a los sabores y que un sabor es preferido cuando es seguido
por el consumo de glucosa (dulce y nutritivo), en comparacion a un sabor asociado con la
presentacion de sacarina (dulce pero no nutritivo) (Myers, 2018). Si bien existen mdltiples
estrategias experimentales para generar preferencia hacia un alimento en particular, el CPS fue
concebido como un protocolo de condicionamiento clasico en el que un sabor en particular
(estimulo condicionado; EC) es asociado con una solucién con efectos posingestivos positivos
(estimulo incondicionado; EI) para generar preferencia hacia un estimulo gustativo (Touzani,

Bodnar y Sclafani, 2010b).

Sustratos neurales del CPS

Aunque algunas de las estructuras neurales asociadas al establecimiento de preferencia al sabor
han sido descritas de manera reciente (Berthoud et al., 2021; Shechter y Schwartz, 2018;
Gutiérrez, Fonseca y Simon, 2020; Tan et al., 2020), para comprender la adquisicion del CPS es
necesario conocer tanto las vias asociadas al reconocimiento de sabores como las de sefializacion
interoceptiva. En lo que refiere a la identificacion del sabor, la codificacién del trazo de memoria
gustativa inicia con la transduccién quimica de un nuevo sabor en la cavidad oral, donde las
moléculas de los alimentos son detectadas por las papilas gustativas. Una vez que el estimulo
gustativo ha sido identificado en la boca, la informacion sensorial llega a la porcion rostral del
nucleo del tracto solitario (NTS) a través de diferentes nervios craneales. Las neuronas del NTS
activadas por el estimulo gustativo proyectan ipsilateralmente al nucleo parabraquial

posteromedial (NPB), el cual envia la informacion hacia el hipotdlamo, la amigdala, nucleo
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accumbens y algunos nucleos del talamo para llegar finalmente a estructuras corticales como la
Cl (Bermudez-Rattoni, 2004; Gutiérrez, Fonseca y Simon, 2020). Por otro lado, en lo referente a
la estimulacion visceral (p. ej. gastrica e intestinal) y, de manera especifica a la estimulacion
visceral con carbohidratos, se ha descrito que tanto la liberacion de hormonas (ej. incremento en
la concentracion de insulina debida a la fluctuacién en los niveles sanguineos de glucosa) como
la estimulacion del décimo par craneal participan en la sefializacion de esta informacion hacia el
encéfalo para permitir el desarrollo de preferencias. Con respecto a este Gltimo, se sabe que
cuando los carbohidratos llegan al intestino después de su infusién por via intragastrica o
intestinal, los transportadores (ej. SGTL1 y GLUT-5) del sistema entérico estimulan las aferentes
del ganglio nodoso del nervio vago para sefializar esa informacién hacia la porcién caudal del
NTS (Gutiérrez, Fonseca y Simon, 2020; Tan et al., 2020). A partir de la transmision hacia el
NTS, poco se sabe sobre las estructuras cerebrales responsables del procesamiento de los
carbohidratos como sefial interoceptiva para el establecimiento de preferencia al sabor; sin
embargo, mediante el uso de técnicas de imagenologia, algunos estudios han reportado que las
infusiones intestinal e intragastrica de glucosa aumentan la actividad BOLD (Sefial neuronal
dependiente de nivel de oxigeno en sangre) en estructuras como el nicleo accumbens, la

amigdala y la CI (Tsurugizawa et al., 2009; Tsurugizawa y Unemaya, 2014).

Si bien los antecedentes muestran la participacion de algunas estructuras cerebrales en la
deteccidn de sefiales gustativas y viscerales positivas, es preciso sefialar que en la actualidad se
sabe poco sobre las estructuras responsables de la integracion de estas sefiales para el
establecimiento de preferencia a los sabores. Al respecto, parece que los trabajos en torno a
dilucidar los mecanismos neuronales del CPS se han concentrado en describir el papel funcional

del eje que va desde el intestino hasta el NTS (Han et al., 2018; Tan et al., 2020), dejando de
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lado la participacion de estructuras corticales como la ClI que, ademas de estar involucrada en
procesos cognitivos como la memoria de reconocimiento (Bermudez-Rattoni, 2004), ha
demostrado ser un punto clave en la convergencia tanto de sefiales exteroceptivas como de

sefales interoceptivas (Simmons et al, 2013).

Corteza insular

En términos anatémicos, la Cl es descrita como una estructura del sistema nervioso central que
se localiza en el 16bulo temporal de primates y humanos (Jones et al., 2010), mientras que en
roedores se encuentra ubicada a lo largo de la confluencia del surco rinal y la arteria cerebral
medial (BermUdez-Rattoni, 2014). En lo que refiere a sus funciones, la actividad de la ClI ha sido
relacionada con diversos procesos cognitivos, entre los que se encuentran la regulacion
emocional (Etkin et al., 2015), el aprendizaje y la memoria (Bermudez-Rattoni et al., 2005), la
interaccion social (Rogers-Carter et al., 2018), el procesamiento del dolor (Starr et al., 2009) e
informacion proveniente de los sentidos de la vista, tacto, olfato y gusto (Bermudez-Rattoni,

2014).

Considerando su participacion en la funciéon del gusto y en el sistema de reconocimiento de
sabores, la investigacion generada en torno a la Cl ha revelado que, anatbmicamente se encuentra
dispuesta en dos regiones gue se encargan de codificar a los estimulos gustativos (Jezzini et al.,
2010). La primera porcion se restringe a la region anterior de la Cl; esta porcién constituye la
corteza gustativa (CG), la cual se encarga de codificar la identidad de los estimulos (Yiannakas
& Rosenblum, 2017; Wang et al., 2018). La principal evidencia que se tiene sobre este
argumento proviene de los estudios realizados con electrofisiologia e imagenologia in vivo en los

que se ha demostrado que poblaciones de neuronas entremezcladas responden a las cinco
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cualidades basicas del gusto (Jones et al., 2007; Peng et al., 2015; Samuelsen y Fontanini, 2017;

Wang et al., 2018, Avery et al., 2020).

Si bien cada sabor posee una representacion gustotopica en la corteza, también se ha encontrado
que los sabores con la misma valencia (apetitivo o aversivo) activan areas comunes con mayor
frecuencia que dos sabores de valencia opuesta, lo que probablemente facilita la discriminacion
entre estimulos (Acolla et al., 2007). Asimismo, se sabe que la estimulacion optogenética de los
campos que representan los sabores dulces o amargos en la CG tiene efectos opuestos en pruebas
de preferencia a lugar, generando aversion al contexto cuando las vias de lo amargo son
activadas y preferencia al contexto cuando se estimulan las vias asociadas a la deteccion de
sabores dulces (Peng et al., 2015). Con esto se mostr6é que, ademas de identificar el sabor, la Cl

participa en la codificacion del valor heddnico de los estimulos.

La segunda porcion de la CI, es decir, la porcion posterior, ha sido relacionada con la
identificacion de estados internos del organismo (Frank, Kullman y Veit, 2013) pues su actividad
se ve influenciada por la ingesta de grasa (Frank et al., 2012) o calorias (Wang et al., 2008).
Estos resultados son acordes con otros trabajos en los que se ha reportado que la estimulacién
visceral, tanto con glucosa como con sacarina (edulcorante que no cuenta con una consecuencia
caldrica), aumentan la sefial BOLD en la Cl (Tsurugizawa y Unemaya, 2014). Si bien los
hallazgos mencionados indican que las distintas porciones de la Cl tienen una participacion
especifica en el procesamiento de sefiales viscerales y gustativas (Schier, Blonde y Spector,
2016), existen trabajos que reportan cambios en la actividad de la Cl anterior ante la entrega de
estimulos en la cavidad oral y la presentacion de estimulos viscerales (ej. malestar gastrico)
(Guzméan-Ramos et al., 2010; Osorio-Gomez et al., 2021); esto demuestra el papel de la Cl como

un centro de integracion para este tipo de sefiales (Jezzini et al., 2013).
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Neuroquimica del CPS

Aunque se conocen algunas de las estructuras asociadas al establecimiento de preferencia a los
sabores, los primeros trabajos enfocados en dilucidar los mecanismos que subyacen a la
adquisicion de preferencias se centraron en los procesos neuroquimicos. Los resultados
principales muestran que la sefializacion de una consecuencia posingestiva nutritiva depende de
la sefalizacion de dopamina (DA), especificamente de los receptores tipo 1 (D1) (Sclafani et al.,
2011, Touzani et al., 2010a, Touzani et al., 2010b) en estructuras como la amigdala (Touzani,
Bodnar y Sclafani, 2009), el nicleo accumbens (Touzani, Bodnar y Sclafani, 2008) y la corteza
prefrontal (Touzani et al., 2010a). Si bien la evidencia en torno a la participacion de la dopamina
en el aprendizaje de preferencias esta altamente reportada, es importante mencionar que los
cambios en las concentraciones extracelulares de este neurotransmisor se relacionan
principalmente con los aspectos recompensantes de los estimulos (Touzani, Bodnar y Sclafani,
2010b). Como ejemplo de ello se puede mencionar la participacion de los circuitos
dopaminérgicos en el establecimiento de tareas de preferencia al lugar (Agmo et al., 1995; Koo

et al., 2012) y condicionamiento instrumental apetitivo (Smith-Roe y Kelley, 2000).

Tomando en cuenta estos antecedentes, se hace evidente que existe poca informacion sobre los
sistemas de neurotransmision encargados de sefializar la asociacion entre un estimulo gustativo y
las consecuencias posingestivas positivas. Sin embargo, existen antecedentes en los que se
demuestra que la neuroquimica de la CI anterior es relevante para la deteccion y asociacion de
sefiales extero- e interoceptivas (Guzman-Ramos et al., 2010; Osorio-Gémez et al., 2021).
Mediante el uso de microdidlisis in vivo, se ha encontrado que la presentacion de un estimulo
gustativo novedoso, independientemente de su valencia innata (apetitivo o aversivo), incrementa

los niveles extracelulares de norepinefrina (NE) y dopamina (DA) en la CI; por otro lado, se
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reporta que la administracion intraperitoneal de un agente inductor de malestar gastrico (LiCl),
que es considerado como una consecuencia posingestiva aversiva, promueve un incremento en la
liberacion de glutamato (GLU) que no se observa cuando se inyecta una solucion isoténica o
hiperténica de cloruro de sodio (NaCl) (Osorio-Gomez et al., 2021). Los datos anteriores
sugieren que los sistemas de neurotransmision catecolaminérgicos y glutamatérgicos en la
porcion anterior de la Cl participan en la sefializacion de sefiales gustativas y viscerales,

respectivamente.

Es importante mencionar que, ademas de su participacion en el procesamiento de la estimulacion
gustativa y visceral, la norepinefrina, la dopamina y el glutamato intervienen en la formacién de
memorias de reconocimiento al sabor. Al respecto, se ha reportado que el bloqueo de los
receptores glutamatérgicos NMDA en la Cl 30 minutos después de la asociacion entre una
solucién de sacarina y una inyeccion intraperitoneal de LiCl impide la consolidacion de una
memoria aversiva de largo plazo (MLP) sin afectar la memoria a corto plazo (MCP) (Guzman-
Ramos et al., 2010). De manera similar, aunque el bloqueo de los receptores dopaminérgicos
deja intacto el establecimiento del trazo de aversion, cuando se administra de manera conjunta
con antagonistas de los receptores NMDA 30 minutos después de la adquisicion del CAS,
potencia su efecto amnésico sobre la consolidacion de la memoria, impidiendo que los animales
muestren aversion al sabor durante la prueba de MLP (Guzméan-Ramos et al., 2010). Por otro
lado, se sabe que la administracion de un antagonista de los receptores NMDA (AP5) en la Cl
antes o después de la presentacion del EC genera déficits en la memoria a corto y largo plazo de
aversion, respectivamente. Asimismo, el bloqueo de los receptores corticales tipo D1 antes de la
presentacion del estimulo gustativo impide la consolidacién de la MLP (Osorio-Gomez et al.,

2021). Estos resultados sugieren que los sistemas de neurotransmision glutamatérgicos, a través
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de los receptores NMDA, y catecolaminérgicos D1 son requeridos durante la adquisicion y

consolidacién de la memoria de reconocimiento al sabor aversiva.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Aunque en la literatura se reporta que el establecimiento de preferencia a los sabores tiene un
importante rol adaptativo, actualmente existe poca informacion sobre la neuroquimica asociada a
la sefializacion de los estimulos gustativos y los efectos posingestivos positivos necesarios para
el establecimiento del CPS. Debido a que se ha propuesto que los cambios en los niveles de DA
y NE en la CI se encargan de sefializar la presentacion de un estimulo gustativo y que la
fluctuacion en la concentracion extracelular de glutamato cortical interviene tanto en la
sefializacion de las consecuencias viscerales como en el establecimiento del trazo de memoria,
resulta necesario evaluar la dindmica de liberacion de neurotransmisores en la Cl durante la
adquisicion del CPS para determinar su participacion en el establecimiento de preferencias.
Comprender los sistemas de neurotransmision asociados al establecimiento de preferencias hacia
los alimentos resulta relevante para entender la neurobiologia de conductas como el
sobreconsumo de comida con alto contenido energético que se relacionan a su vez con

enfermedades como la obesidad, la diabetes y las enfermedades cardiovasculares.

OBJETIVOS
Objetivo general
e Evaluar los cambios en los niveles extracelulares de glutamato, norepinefrina y dopamina
de la corteza insular durante la adquisicion del CPS y su participacion funcional en el

establecimiento de dicha memoria.
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Objetivos particulares

1. Estandarizar un protocolo de condicionamiento de preferencia al sabor inducido por la
administracion intraperitoneal de glucosa.

2. Monitorear, por medio de la técnica de microdialisis en libre movimiento, los cambios en
los niveles extracelulares de glutamato, norepinefrina y dopamina en la corteza insular
ante la presentacion de sacarina y una inyeccion intraperitoneal de glucosa durante la
adquisicion del condicionamiento de preferencia al sabor.

3. Evaluar el papel funcional de los neurotransmisores glutamato, norepinefrina y dopamina

en el establecimiento de preferencia al sabor mediante el uso de antagonistas especificos.

HIPOTESIS
1. La presentacion de un sabor novedoso (sacarina) y un estimulo posingestivo positivo
(glucosa) generaran cambios en los niveles extracelulares de glutamato, norepinefrina y

dopamina en la corteza insular, los cuales seran relevantes para el establecimiento del CPS.

METODOLOGIA
Animales
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar provenientes del bioterio del Instituto de Fisiologia
Celular con un peso de entre 280-320 gramos. Los animales se mantuvieron individualizados en
cajas de acrilico en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas con agua y comida ad libitum, excepto
cuando se indique lo contrario. Todas las manipulaciones experimentales que se describen en

este apartado se realizaron durante el periodo de luz (CICUAL DOG159-20).
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EXPERIMENTO 1: Estandarizacion del protocolo de condicionamiento de preferencia al
sabor

Privacion de agua y linea base

Durante el primer dia del protocolo los animales fueron privados de agua. Después de un periodo
de 24 horas, se les colocd un bebedero con 30 ml de agua en la caja de cada rata durante 15
minutos y se registrd el consumo de liquido total. Este procedimiento se realiz6 durante 3 dias
para obtener una linea basal de consumo (ver figura 1). Cabe mencionar que, por las tardes, a los
animales también se les proporciond un bebedero con 30 ml de agua durante 15 minutos con el

fin de evitar su deshidratacion.

Curva dosis-respuesta

Para determinar la dosis de glucosa que fue empleada como El, se realizé una curva dosis -
respuesta. La evaluacién de dicha curva consistid en lo siguiente: durante 15 minutos, los
animales fueron expuestos a dos bebederos de sacarina (Sac) 0.3%, cada uno con un volumen de
30 ml de la solucion. 15 minutos después de la retirada de los bebederos, los animales recibieron
7.5 ml/kg de NaCl 0.9% (n=11) o distintas dosis de glucosa [37.5 mg/kg (n=3); 75 mg/kg (n=6);
150 mg/kg (n=6); 350 mg/kg (n=8)] de manera intraperitoneal dependiendo del grupo. Los dos
dias siguientes se tomaron las lineas base de consumo de agua y durante el tercer dia (72 hrs
después), a los animales se les presentd nuevamente un bebedero con 30 ml de Sac 0.3% y un
bebedero con 30 ml de agua con el fin de calcular el indice de preferencia (IP=Consumo de

sacarina/consumo de sacarina + consumo de agua) (ver figura 1).
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Figura 1. Protocolo curva dosis-respuesta. Después de 24 horas de privacién de agua, se establecio una
linea basal (LB) de consumo. Para ello, a los animales se les presentaron 2 botellas con 30 ml de agua por
tres dias consecutivos. El dia de la adquisicidn, los animales fueron expuestos a dos botellas con sacarina
(Sac) 0.3% durante 15 minutos y 15 minutos después del término de consumo, fueron inyectados con
diferentes dosis (0, 37.5, 75, 150 o 350 mg/kg) de glucosa. 72 horas mas tarde se realizé la prueba de
memoria a largo plazo (MLP) en la que se evalué la preferencia de los animales al presentar un bebedero
con agua y otro con sacarina 0.3% por un lapso de 15 minutos. La S en las botellas representa a la

sacarina, mientras que la W hace referencia al agua.

Condicionamiento de Preferencia al Sabor

Una vez que se establecio la dosis de glucosa empleada como El, se evalud la robustez de la
memoria de preferencia al sabor. Para ello, se privé a los animales de agua durante 24 horas y
durante los siguientes tres dias se establecio una linea basal de consumo. El dia de la adquisicion,
se presentaron dos bebederos, cada uno con 30 ml de sacarina 0.3%, y 15 minutos después del
término de consumo se administré una inyeccion de glucosa con la dosis elegida (n=5). Setenta y
dos horas posteriores al entrenamiento se realiz6 una prueba (Test 1) mediante la presentacion de

una botella con sacarina 0.3% Yy agua y este procedimiento se repitio 24 horas después (Test 2)
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para obtener un registro del indice de preferencia de las soluciones a lo largo del tiempo (ver

figura 2).

Es importante mencionar que, con el fin de comparar el efecto de las consecuencias
posingestivas sobre el consumo de una nueva solucion, el dia de la adquisicion dos grupos
diferentes de animales recibieron dos bebederos con sacarina 0.3% y 15 minutos después
recibieron una inyeccion i. p. de NaCl 0.15 M (n=5) o LiCl 0.4 M (n=5), los cuales se consideran
efectos posingestivos inocuos o aversivos, respectivamente. 72 horas después (Test 1) se realizo
una prueba de dos botellas para calcular el indice de preferencia hacia la solucién condicionada.

Este procedimiento se repitié 24 horas después (Test 2)

LB 24h Adquisicién 79h Piisba
: 24 h : 24h{ 24 h : // = 15 : 15 : ////// : 24 h =
Dia ¢ 1 2 3 ? T T2
Sac 0.3% LiCl 0.4M ,
NaCl 0.15M 15
s's Glucosa 350 mg/kg Sac 0.3% vs H:0
uy
S|w|
} i Wy

Figura 2. Protocolo consecuencias posingestivas. Se establecié una linea basal (LB) de consumo
después de 24 horas de privacion de agua. Para ello, se presentaron 2 botellas con 30 ml de agua por tres
dias consecutivos. En el dia de la adquisicidn, los animales fueron expuestos a dos botellas con sacarina
(Sac) 0.3% durante 15 minutos y 15 minutos después del término de consumo, fueron inyectados i. p. con
LiCl 0.4M, NaCl 0.15M o glucosa 350 mg/kg. 72 horas mas tarde, se evalu6 la preferencia de los
animales en una prueba de dos botellas en la que se presentd un bebedero con agua y otro con sacarina

0.3%. La S en las botellas representa a la sacarina, mientras que la W hace referencia al agua.
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EXPERIMENTO 2: Monitoreo de la actividad neuroquimica de la ClI

Implantacion de canulas

Los animales fueron anestesiados via intraperitoneal con una mezcla de ketamina (70 mg/kg) y
xilazina (10 mg/kg), para ser colocados posteriormente en un estereotaxico donde se les
implantaron canulas guia de manera unilateral en la corteza insular (Cl) (AP: +1.2, ML: £5, DV:
-4.5 con respecto a Bregma) (Paxinos y Watson, 1998). Las canulas fueron fijadas al craneo con
dos tornillos, cemento dental acrilico y pegamento. Con el fin de evitar posibles infecciones, al
término de la cirugia se administrd antibiotico, antimicotico y yodo por via topica alrededor de la
lesion y se permitio un periodo de recuperacion postquirdrgico de una semana. En la Figura 1 del
Anexo se muestra una imagen representativa de la implantacion unilateral de la canula guia de

microdialisis en la ClI.

Privacidn de agua y linea base

Una vez concluida la semana de recuperacion, los animales fueron privados de agua por un
periodo de 24 horas y, durante los siguientes tres dias, fueron habituados en una camara de
microdialisis (Bioanalytical System Inc., E. U. A.) donde se les coloc6 un solo bebedero con 30
ml de agua durante 15 minutos con el fin de asegurar la especificidad del estimulo. Cada dia se
registré el consumo de liquido total para establecer una linea basal de ingesta (ver figura 3) vy,
por las tardes, a los animales se les proporciond un segundo bebedero con 30 ml de agua para

evitar su deshidratacion.
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Microdialisis in vivo

a) Recoleccién de muestras

El dia del entrenamiento, se conectd una sonda de dialisis con una membrana de 3 mm de largo
(CMA, Suecia) a una bomba de microinfusién (CMA, Suecia) mediante un sistema de tuberias
que permitio el flujo de liquido cerebroespinal artificial (solucion Ringer) (NaCl 125 mM, KCI 5
mM, NaH>PO4H,0 1.25 mM, MgSO047H20 1.5 mM, NaHCO3 26 mM, CaCl> 2.5 mM, glucosa
10 mM) a una velocidad de 1 pl/min. Después de comprobar la funcionalidad del sistema, la
sonda fue insertada dentro de la canula guia y se dejé un periodo de estabilizacion de una hora en
el que se descartd la muestra dializada. Concluido el periodo de estabilizacion, los dializados
fueron recolectados cada 4 minutos en tubos eppendorfs que contenian 1.0 ul de mezcla
antioxidante (acido ascérbico 0.25 mM, Na;EDTA 0.27 mM, écido acético 0.1 M) para después
ser congelados a una temperatura de -80°C, para su posterior analisis. Las primeras tres muestras
recolectadas fueron consideradas como linea basal de concentracion de neurotransmisores y, a
partir de la cuarta muestra, se dio inici6 a la presentacion de estimulos como se describe en el

siguiente apartado (ver figura 3).

b) Protocolo conductual
El dia del condicionamiento, a los animales se les presentaron diferentes estimulos dependiendo

del grupo (ver figura 3).

e Al grupo condicionado (Sacarina-Glucosa) se le presenté un bebedero con 30 ml de
sacarina 0.3% (Sigma — Aldrich) durante 15 minutos, el cual fue seguido por una
inyeccion intraperitoneal de glucosa (350 mg/kg, 7.5 mil/kg) 15 minutos después del

término del consumo.
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e A los animales del grupo no condicionado (Sacarina-NaCl) se les presentd un bebedero
con 30 ml de sacarina 0.3% durante 15 minutos y 15 minutos después recibieron una
inyeccion i. p. de NaCl (0.9%, 7.5 ml/kg) (Sigma — Aldrich, E. U. A.) que no genera
preferencia hacia el estimulo gustativo.

e En el altimo grupo (H20-Glucosa), los animales tuvieron acceso por 15 minutos a un
bebedero con agua y 15 minutos después fueron inyectados i. p. con glucosa (350 mg/kg,

7.5 ml/kg).

24 horas después del entrenamiento se realizé la prueba de memoria a largo plazo para cada
grupo, en la que se present6 un bebedero con 30 ml de Sac 0.3% por un periodo de 15 minutos y

durante la cual se registrd el consumo.

Habituacién Adquisicién
EC El
Membrana Estabilizacion Concentracion Sacarina 0.3% Glucosa 350 mg/kg
microdialisis 1 hr basal H,0 NaCl Prucba
| —_— 24h
|24h)24h] Y L4 4 4 ) 4 44y 4y 44 ) 4 44 // l
I 1 77 | | | | | | | | | | | | |/
1 2 3 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7  F8 F9 F10 F1l F12 FI3
FRACCIONES

‘ |
a J { S 3 y b

AP: +1.2 mm
ML: £5.5 mm
DV: =5.0 mm

Figura 3. Protocolo de microdidlisis en libre movimiento. Después de 24 horas de privacion de agua, a
los animales se les present6 1 botella con 30 ml de agua durante el plazo de tres dias para establecer una
linea basal de consumo (LB). El dia de la adquisicion, se colocé la membrana de microdidlisis en las
canulas guia de los animales operados y, posteriormente, se permitié un periodo de estabilizacion de una
hora. Al término de dicho periodo, se inici6 la recoleccion de muestras de dializado cada 4 minutos.
Después de recolectar las tres primeras, se presentd un bebedero con 30 ml de Sac 0.3% durante 15
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minutos y 15 minutos después del término de consumo, los animales recibieron una inyeccion i. p. de
glucosa 350 mg/kg. 24 horas después se realizd la prueba de dos botellas para evaluar el indice de

preferencia.

c) Analisis de muestras

El andlisis de los dializados se realizé utilizando el equipo de electroforesis capilar micelar por
deteccién de fluorescencia inducida por laser. Para ello, las muestras fueron procesadas por
derivatizacion de la siguiente manera: en primer lugar, se secaron alicuotas con 10 pl de FQ ((3-
(2-furoil)quinolina-2-carboxaldehido, Moleculas Probes Invitrogen, E. U. A.)) 10 mM en una
camara de vacio; una vez secas, se afiadieron 6 pl de metanol, 4.5 pl de muestra, 2 pl de KCN 25
mM y 1 pl de estandar interno (O-metil-L-treonina) 7.5 mM a las alicuotas y se permitié que los
componentes reaccionaran por 15 minutos bajo condiciones de oscuridad a 65°C en un bafio

termostatico.

Extraccion de cerebros

El dia después la prueba, los animales fueron anestesiados con una sobredosis de pentobarbital
sodico y perfundidos transcardialmente con solucién salina (SS o NaCl 0.9%) durante 5 minutos
para limpiar el tejido. Posteriormente, se extrajeron los cerebros y se depositaron en frascos con
paraformaldehido 4% en buffer de fosfatos salino (PBS; pH=7.4). En los dias siguientes, los
cerebros fueron transferidos a un gradiente de soluciones crioprotectoras de sacarosa al 10%,
20% y 30% en PBS y, finalmente, se obtuvieron secciones coronales de 40 um de grosor de cada
cerebro para verificar la correcta implantacion de las canulas de microdialisis mediante la tincion

con violeta de cresilo.
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EXPERIMENTO 3: Evaluacion del papel funcional de los sistemas de neurotransmision

mediante el uso de antagonistas especificos

Implantacion de canulas

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (70 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg)
administrada por via intraperitoneal para después ser colocados en un aparato estereotaxico. Tras
la aplicacion de lidocaina como anestésico local (20mg/mL, 0.3mL), se realiz6 una incisién en el
cuero cabelludo para exponer el crneo y, posteriormente, se implantaron, de manera bilateral,
canulas guia de acero inoxidable de 9 mm en la Cl (AP: +1.2 mm; ML: £5.5 mm; DV: -3.0 mm
respecto a Bregma) (Paxinos y Watson, 1998). Las canulas guia se fijaron al craneo con dos
tornillos, cemento dental y pegamento. Se colocaron estiletes de acero inoxidable dentro de las
canulas para evitar su oclusion (en la Figura 2 del Anexo se muestra una fotografia
representativa de la lesion bilateral en la Cl debida a la implantacion de cénulas de
farmacologia). Posteriormente, se aplicd una mezcla de terramicina (antibiético) y ketoconazol
(antimicotico) con el fin de evitar infecciones. Después de la cirugia, se establecié un periodo de
recuperacion de una semana, durante los cuales se realizaron controles de salud y se sustituyeron
los estiletes faltantes. Los procedimientos conductuales y farmacol6gicos comenzaron 7 dias

después de la cirugia.

Efecto de la administracion de AP5, propranolol y SCH en el establecimiento del CPS

Para evaluar el papel funcional de glutamato, norepinefrina y dopamina en el establecimiento del
CPS, el dia de la adquisicién los animales fueron expuestos a dos bebederos, cada uno con 30
mL de sacarina 0.3% durante 15 minutos. Dependiendo del grupo, 15 minutos después del
término de consumo se inyectd 1 ul por hemisferio (0.5 pl/min) de acido 2-amino-5-

fosfonopentanoico (AP5; 10 mg/ul) (n=9), propranolol (PROP; 5 mg/ul) (n=9), SCH-23390
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(SCH; 2 mg/ul) (n=9) o SS intracorticalmente (n=10). Inmediatamente después los animales
recibieron una inyeccion i. p. de glucosa 350 mg/kg. 72 horas mas tarde se realizd la prueba de
memoria a largo plazo (MLP) en la que se presentd una botella con sacarina 0.3% y una botella

con agua para calcular tanto el consumo como el indice de preferencia.

Inveccioni. c.

(SS, AP5, PROP o SCH) Prueba
72h MLP

| 24nh | 24n | 2an | / | 15min | 15min l /// | 15min |
| I | I / | I T 777 I |

Dia 0 1 2 3 Sacarina 0.3%

LB

Sacarina 0.3% vs H20
Glucosa
350 mg/kg ,
S W

= un
=u

Figura 4. Protocolo de administracién de antagonistas especificos previo a la induccién de CPS. Se
establecio una linea basal (LB) de consumo después de 24 horas de privacion de agua. Para ello, se
presentaron 2 botellas con 30 ml de agua por tres dias consecutivos. En el dia de la adquisicion, los
animales fueron expuestos a dos botellas con sacarina (Sac) 0.3% durante 15 minutos y, dependiendo del
grupo, 15 minutos después del término de consumo fueron inyectados i. c. con AP5, propranolol, SCH O
SS. Inmediatamente después, se les administré glucosa 350 mg/kg por via i. p. 72 horas mas tarde, se
evalud la preferencia de los animales en una prueba de dos botellas en la que se present6 un bebedero con
agua y otro con sacarina 0.3%. La S en las botellas representa a la sacarina, mientras que la W hace

referencia al agua.
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Efecto de la administracion de AP5, propranolol y SCH sobre la consolidacion del CPS

Para evaluar la participacion de glutamato, norepinefrina y dopamina en la formacion del trazo
de memoria, el dia de la adquisicion los animales fueron expuestos durante 15 minutos a dos
bebederos con sacarina 0.3%; 15 minutos después del término de consumo se inyectd glucosa
350 mg/kg por via i. p. y, dependiendo del grupo, 30 minutos después se administrd 1 pl (0.5
ul/min) de AP5, PROP, SCH-233990 o SS de manera intracraneal. Posteriormente se evaluo la
memoria a corto (4 horas) (nars=9, npror=10, NscH=9, nss=9) y largo (72 horas) (naps=8,
nrror=8, NscH=8, nss=10) plazo durante las cuales se presento una botella con sacarina 0.3% y

una botella con agua para obtener el consumo y calcular el indice de preferencia.

Infusion Cl
B (55, AP5, PROPoSCH) ~ Prueba Prueba
sah  Adquisicién 1 McP 22h MLP

| 24h | 24h | 2an | / | 15min | 15min 30 min 4h | 15min | 1/ | 15 min |
| | | 7 1 | t | | i | I
a0 ! 2 3 Sacarina 0.3% Sac 0.3% vs H20 Sac 0.3% vs H20

Glucosa
350 mg/kg ' -
SIW SIW

= 0
=0

"B | [ |

Figura 5. Protocolo de administracion de antagonistas especificos posterior a la induccion de CPS.
24 horas después de ser privados de agua, por tres dias a los animales se les presentaron 2 botellas con 30
ml de agua para establecer una linea basal de consumo (LB). En el dia de la adquisicion, los animales
fueron expuestos a dos botellas con sacarina (Sac) 0.3% durante 15 minutos y 15 minutos después se les
administrd glucosa 350 mg/kg por via i. p. Dependiendo del grupo, 30 minutos después de la induccion
del CPS los animales fueron inyectados i. c. con AP5, propranolol, SCH o SS y se evalué la memoria a
corto plazo (MCP) y largo plazo (MLP) 4 y 72 horas mas tarde, respectivamente. En cada una de las
pruebas se evalud la preferencia de los animales al colocar dos bebederos, uno con agua y otro con

sacarina 0.3%. La S en las botellas representa a la sacarina, mientras que la W hace referencia al agua.
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Presentacion de datos y anlisis estadistico
En primer lugar, los datos obtenidos en los experimentos conductuales se representaron como
indices de preferencia, los cuales fueron calculados mediante la férmula indice de Preferencia =

Consumo de sacarina (ml) / consumo de sacarina + consumo de agua (ml).

Para el experimento de curva dosis respuesta, las medias del indice de preferencia de cada grupo
fueron sometidas a un analisis de varianza (ANOVA) de un factor (dosis) con comparaciones
multiples realizadas a través de la prueba post hoc de Fisher LSD. Asimismo, los datos fueron
sometidos a pruebas t de una sola muestra para identificar diferencias entre las medias de cada
grupo respecto al valor del indice que representa la indiferencia entre el consumo de agua y
sacarina (media hipotética de 0.5). En lo que respecta al experimento de consecuencias
posingestivas, las medias de cada grupo fueron analizadas por medio de una prueba ANOVA de

medidas repetidas para dos factores (consecuencia posingestiva y etapa del entrenamiento).

En cuanto a los experimentos de microdialisis in vivo, la representacién de la concentracion
extracelular de neurotransmisores durante la presentacion de los estimulos gustativos y viscerales
se llevo a cabo promediando el porcentaje de liberacién de cada neurotransmisor (glutamato,
norepinefrina y dopamina) respecto a la liberacion basal por grupo. Posteriormente, se
promediaron tres fracciones recolectadas consecutivas para representar cada valor en la gréfica.
En cuanto al anélisis estadistico, para evaluar las diferencias entre estimulo para cada
neurotransmisor se utilizd la prueba de t para muestras no pareadas. Ademas, los datos fueron
analizados con la prueba t de una sola muestra con el fin de identificar diferencias entre las
medias de porcentaje de liberacion de cada grupo respecto al porcentaje de liberacién basal de

cada neurotransmisor (media hipotética de 100).
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Para determinar el tipo de estadistica a utilizar en cada experimento, los datos fueron analizados
usando la prueba de normalidad Shapiro-Wilk y la prueba de Levene para homogeneidad de
varianzas. Todos los datos fueron representados como medias + error estandar (SEM) y
analizados con el programa GraphPad Prism version 8. En todos los analisis estadisticos se

considerd un valor p<0.05 como resultado estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Curva dosis respuesta para el establecimiento del CPS

Con el fin de determinar la dosis de glucosa que seria empleada como El, se evalud el efecto de
la administracion de diferentes dosis de glucosa sobre el consumo de sacarina por medio de una
prueba ANOVA de una via. El anélisis mostré la existencia de diferencias significativas entre los
grupos (F @, 29) = 3.065, P=0.0319). Cuando se aplicé la prueba de Fisher para las comparaciones
multiples, se encontrd que solo el grupo inyectado i. p. con una dosis de glucosa 350 mg/kg
(n=8) fue diferente contra el grupo control de NaCl (n=11) (P=0.0024). Asimismo, al comparar
la media de puntaje de los grupos respecto al azar (media hipotética de 0.5), se identifico que
Unicamente el grupo que recibi6 la inyeccion de glucosa 350 mg/kg (media 350 mg/kg = 0.7823
+ 0.0417, t () = 6.757, P=0.0003) mostré preferencia por el consumo de sacarina en la prueba a
largo plazo. Por el contrario, los animales en los que se administro glucosa en dosis de 37.5
(media 37.5 mg/kg = 0.477 £ 0.109, t (2) = 0.207, P=0.854, n=3), 75 (media 75 mg/kg = 0.482 +
0.154, t (5) = 0.111, P=0.916, n=6) y 150 mg/kg (media 150 mg/kg = 0.628 + 0.128, t (5) =
1.006, P=0.360, n=6) no resultaron ser diferentes al azar (ver figura 4). Estos datos demuestran
que la induccion del CPS después de un solo ensayo es posible al asociar el consumo de un sabor

novedoso con una inyeccion i p. de glucosa 350 mg/kg.
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Figura 4. Curva dosis respuesta para el establecimiento del CPS. Los animales inyectados i. p. con
glucosa de 350 mg/kg muestran preferencia por el consumo de sacarina el dia de la prueba, mientras que
el resto de los grupos inyectados con glucosa no exhiben diferencias respecto al grupo de NaCl. Datos
representados como media del indice de preferencia + SEM para cada grupo.

** P<.01 NaCl vs Glucosa 350 mg/kg, ### P<.001 respecto al azar

La memoria de reconocimiento al sabor esta relacionada con las consecuencias
posingestivas

Con el fin de comparar el efecto de diferentes consecuencias posingestivas sobre el consumo de
un sabor novedoso, en grupos independientes se asocio la presentacion de sacarina 0.3% con la
administracién i. p. de glucosa 350 mg/kg (n=5), LiCl 0.4 M (n=5) y NaCl 0.9% (n=5). Los
resultados obtenidos se compararon mediante una prueba ANOVA de medidas repetidas y, como
se muestra en la figura 2, el analisis no mostré diferencias significativas entre los grupos debido
a la etapa del protocolo conductual (F 2, 26y = 1.869, P=0.174). Por el contrario, se observo un

efecto atribuido a la consecuencia posingestiva (F ¢, 26) = 14.66, P<0.001) y a la interaccion del
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momento de evaluacion con el efecto posingestivo administrado (F @45 = 6.338, P=0.034).
Cuando se realizaron las comparaciones multiples por medio de la prueba de Fisher,
considerando la solucion intraperitoneal como factor, se encontré que ninguno de los grupos fue
diferente entre si el dia de la adquisicion. Sin embargo, durante el Test 1, el grupo tratado con
glucosa fue significativamente distinto respecto a los grupos de NaCl (P=0.008) y LiCl
(P<0.0001). Asimismo, cuando se realizd la comparacion entre los animales inyectados con
NaCl contra los animales tratados con LiCl, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos (P=0.010). En lo que respecta al Test 2, el analisis mostro
diferencias entre el grupo de glucosa contra los grupos de NaCl (P=0.041) y LiCl (P<0.001), a la
vez que se observaron diferencias entre los animales tratados con NaCl y LiCl intraperitoneal
(P=0.015) (ver figura 5). Estos resultados muestran que, aunque en el dia de la adquisicion todos
los grupos exhibieron una disminucién en el consumo de sacarina (neofobia), durante el dia de la
prueba solo el grupo en el que se asocié el consumo de sacarina con el efecto posingestivo
positivo de la glucosa mostrd preferencia por el sabor novedoso al incrementar su consumo. De
manera particular, la preferencia por la sacarina se mantuvo hasta 96 horas (Test 2) después de
haber realizado el condicionamiento, por lo que se concluye que el protocolo de CPS genera una
memoria robusta de preferencia al sabor. En el caso de los animales a los que se les administrd
NaCl 0.15 M y LiCl 0.4 M se observaron los fendmenos de atenuacion de la neofobia y
condicionamiento de aversion al sabor, respectivamente, los cuales han sido descritos
previamente en la literatura (Bermudez-Rattoni, 2004). Los datos anteriores indican que la
decision de ingerir un nuevo sabor depende de las consecuencias posingestivas asociadas a la

ingesta de un alimento y que esta respuesta cambia a lo largo del tiempo.
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Figura 5. La memoria de reconocimiento esta asociada con las consecuencias posingestivas. Los
animales inyectados i. p. con 350 mg/kg de glucosa muestran preferencia por el consumo de sacarina el
dia de la prueba (Test 1), mientras que los grupos que fueron inyectados con NaCl y LiCl mostraron los
fendmenos de atenuacion de la neofobia y aversidn al sabor, respectivamente. Datos representados como
media del indice de preferencia + SEM para cada grupo.

*** P<,001 Glucosa vs LiCl, # P<.05, # P<.01 Glucosa vs NaCl, ¢ P<.05 NaCl vs LiCl

Cambios en la liberacién de glutamato ante la presentacion de estimulos gustativos y
viscerales

Para evaluar los cambios en los niveles extracelulares de glutamato, se promediaron los
porcentajes de liberacién de este neurotransmisor durante al consumo de agua (n=6) y sacarina
0.3% (n=16). Los datos se compararon por medio de una prueba t de muestras independientes y,
como se muestra en la figura 6A, el andlisis no mostro diferencias significativas entre los
estimulos gustativos (t ss) = 0.162, P=0.871). Asimismo, cuando se realiz6 una prueba t de una sola
muestra para comparar las medias de los grupos respecto al porcentaje de liberacion basal, se
encontré que ninguno fue diferente respecto al 100% (media H20 = 124.9 % + 13.870, t (18) =

1.799, p=0.089; media Sac = 122.1 % + 9.927, t (39) = 2.228, p =0.031). Estos resultados indican
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que la presentacion de los estimulos gustativos no genera cambios en la liberacién cortical de

glutamato.

Posteriormente, para evaluar los cambios en la liberacion de glutamato ante la estimulacion
visceral, se compararon las medias de los porcentajes de liberacion de este neurotransmisor
frente a la inyeccion i. p. de NaCl (n=6) y glucosa 350 mg/kg (Gluc) (n=12) por medio de una t
de muestras independientes. Como se muestra en la figura 6B, el andlisis mostré6 que la
liberacion de glutamato ante la administracion de glucosa fue significativamente mayor en
comparacion con la inyeccion de NaCl (t @5 = 2.111, P=0.040). Ademas, cuando se compard la
media de cada estimulo respecto al 100% por medio de una prueba t de una sola muestra, se
encontrd que, mientras que la administracién de NaCl provocé un decremento en la liberacion de
glutamato (media NaCl = 59.22 % + 15.910, t (11) = 2.564, P=0.026), la inyeccion de glucosa
tuvo el efecto contrario al incrementar la concentracion extracelular de glutamato dentro de la ClI
(media Gluc = 174.4 % + 31.270, t (34) = 2.379, P=0.023). Los datos reportados durante este
experimento muestran que la liberacion de glutamato cortical es elicitada por una sefial de tipo

apetitivo (glucosa).
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Figura 6. Monitoreo de la liberacion de glutamato ante la presentacion de estimulos gustativos y
viscerales. No se observan cambios en la concentracion extracelular de glutamato debido a la
presentacion de estimulos gustativos. Por el contrario, la inyeccion i. p. de NaCl promueve una
disminucidn en la liberacion de glutamato, mientras que la administracion i. p. de glucosa incrementa
significativamente la liberacion de este neurotransmisor. Datos representados como media del porcentaje
de liberacion de neurotransmisores + SEM para cada grupo.

* P<.05 NaCl vs Gluc, # P<.05 respecto al 100%

Cambios en la liberaciéon de norepinefrina ante la presentacion de estimulos gustativos y
viscerales

Con el fin de evaluar los cambios en los niveles extracelulares de norepinefrina debido a la
estimulacion gustativa, se compararon las medias del porcentaje de liberacion de este
neurotransmisor frente al consumo de agua (n=6) y sacarina 0.3% (n=11) por medio de una
prueba t de muestras independientes. Como se muestra en la figura 7A, el analisis mostro que la
liberacion de norepinefrina ante la presentacion de sacarina fue significativamente mayor en

comparacion con la observada durante la estimulacion con agua (t ) = 2.467, P=0.017). Ademas,
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cuando se realizé una prueba t de una sola muestra para comparar las medias de cada estimulo
respecto al porcentaje de liberacién basal, se encontré que ambos fueron diferentes con relacién
al 100%, aumentando la liberacion de norepinefrina durante el consumo de sacarina 0.3% (media
Sac = 122.1 % + 9.927, t (30) = 2.228, P=0.031) y disminuyendo ante la ingesta de agua (media
H20 =80.10 % + 34.62, t (25) = 2.313, P=0.029). Estos datos demuestran que la administracion

de un sabor novedoso promueve cambios en la liberacion de norepinefrina.

En lo que refiere a la estimulacion visceral, se compararon las medias del porcentaje de
liberacion durante la inyeccién i. p. de NaCl (n=6) y glucosa (n=12) por medio del uso de unat
de muestras independientes. Aunque en este caso no se identificaron diferencias significativas
entre los estimulos (t @) = 0.726, P=0.472), cuando se compard la concentracion extracelular de
norepinefrina de cada estimulo respecto al 100% mediante la aplicacion de una prueba t de una
sola muestra, se encontrd que la inyeccion i. p. de glucosa generd un incremento significativo en
la liberacion de norepinefrina (media Gluc = 158.8 % * 28.590, t (1) = 2.058, P=0.047),
mientras que la aplicacion de NaCl no provoc6 cambios (media NaCl = 118.4 % =+ 38.760, t (10)
= 0.475, P=0.644) (ver figura 7B). Los datos anteriores demuestran que la liberacion de

norepinefrina cortical participa en la sefializacion de una consecuencia posingestiva apetitiva.
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Figura 7. Monitoreo de la liberacion de norepinefrina ante la presentacion de estimulos gustativos y
viscerales. Mientras que el consumo de sacarina 0.3% Yy la inyeccion i. p. de glucosa incrementan la
concentraciéon extracelular de norepinefrina en la ClI, la presentacion de agua la disminuye. No se
observaron cambios en la liberacion de norepinefrina debido a la estimulacién visceral con NaCl. Datos
representados como media del porcentaje de liberacion de neurotransmisores + SEM para cada grupo.

* P<.05 H20 vs Sac, # P<.05 respecto al 100%

Cambios en la liberacién de dopamina ante la presentacion de estimulos gustativos y
viscerales

Para evaluar los cambios en los niveles extracelulares de dopamina en la corteza insular ante la
presentacion de estimulos gustativos, se compararon las medias del porcentaje de liberacion
observados durante el consumo de agua (n=6) y sacarina 0.3% (n=16). Aunqgue el analisis
derivado de una prueba t de muestras independientes no identifico diferencias significativas en la
liberacion de dopamina entre los estimulos gustativos (t ss) = 0.327, P=0.744), cuando se compard
la media de cada estimulo respecto al 100% con ayuda de una prueba t de una sola muestra, se
observo que el consumo de sacarina aumentd de manera significativa los niveles de dopamina

(media Sac = 131.8 % = 12.590, t (38) = 2.522, P=0.016). Por el contrario, la ingesta de agua no
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generd cambios en la liberacion de este neurotransmisor (media H20 = 124.9 % + 13.870, t (17)
= 1.799, P=0.089) (ver figura 8A). Estos datos muestran que la ingesta de un sabor novedosos

como la sacarina genera un incremento en la liberacion de dopamina.

En lo referente a la estimulacién visceral, las medias del porcentaje de liberacion observadas ante
las inyecciones de NaCl (n=6) y glucosa 350 mg/kg (n=12) fueron comparadas por medio de una
prueba t de muestras independientes. Aungue nuevamente el andlisis no mostrd diferencias
significativas entre los estimulos (t @s = 1.939, P=0.058), cuando se compararon las medias de
cada estimulo respecto al 100% por medio de una prueba t de una sola muestra, se encontré que
solo la inyeccion i. p. de glucosa aumento la liberacion de dopamina de manera significativa
(media Gluc = 184.8 % + 25.950, t (34) = 3.266, P=0.002; media NaCl = 96.97 % =+ 13.130, t (11)
= 0.230, P=0.821) (ver figura 8B), por lo que se sugiere que este sistema de neurotransmision

participa en la sefializacion de una consecuencias posingestivas de tipo apetitivo.
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Figura 8. Monitoreo de la liberacion de dopamina ante la presentacion de estimulos gustativos y
viscerales. El consumo de sacarina 0.3% Yy la inyeccion i. p. de glucosa provocan un incremento en la

liberacion de dopamina. Por el contrario, el consumo de agua y la estimulacion visceral con NaCl no
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generan cambios en la concentracion extracelular de este neurotransmisor. Datos representados como
media del porcentaje de liberacion de neurotransmisores + SEM para cada grupo.
# p<.05, ## p<.01 respecto al 100%

El bloqueo de los receptores NMDA, B-adrenérgicos y dopaminérgicos tipo D1 en la ClI
antes del estimulo visceral afecta el establecimiento del CPS

Con el fin de evaluar el papel funcional de los sistemas de neurotransmision glutamatérgica y
catecolaminérgica durante el establecimiento del CPS, por medio de una prueba ANOVA de un
factor (farmaco) se compararon los indices de preferencia de los grupos a los que se les
administraron antagonistas de los receptores NMDA (AP5) (n=9), B-adrenérgicos (propranolol)
(n=9) y dopaminérgicos tipo D1 (SCH) (n=9) justo antes de la inyeccion intraperitoneal de
glucosa. Como se muestra en la figura 9, el andlisis mostr6 diferencias significativas entre las
medias de los grupos (F 34 = 3.514, P=0.025). Por medio de la prueba de Fisher se encontr
que los indices de preferencia de los animales tratados con AP5 (P=0.023), PROP (P=0.028) y
SCH (p=0.006) fueron significativamente distintos en comparacion con el grupo tratado con SS
intracortical (n=13). Estos datos muestran que, mientras que el grupo tratado con SS i. ¢. mostr6
preferencia por la sacarina 72 horas después del condicionamiento, los animales a los que se les
administr6 AP5, propranolol (PROP) o SCH no incrementaron el consumo de sacarina, por lo
que no se observo preferencia en la prueba de memoria a largo plazo. Los resultados anteriores
indican que el bloqueo de los receptores NMDA, B-adrenérgicos y dopaminérgicos tipo D1 antes
de la sefializacion visceral afecta el establecimiento del CPS y se concluye que el incremento en
las liberaciones de glutamato, norepinefrina y dopamina son necesarias para la adquisicion del

condicionamiento de preferencia al sabor.
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Figura 9. El bloqueo farmacologico de receptores NMDA, pB-adrenérgicos y dopaminérgicos tipo D1
en la Cl antes de la estimulacion visceral afecta el establecimiento del CPS. Los animales tratados con
SS mostraron preferencia al sabor en la prueba de memoria a largo plazo, mientras que los animales
inyectados i. c. con AP5, propranolol (PROP) y SCH fallaron en exhibir esta memoria 72 horas después

del condicionamiento. Datos representados como media del indice de preferencia + SEM para cada

grupo.
** P<.01, * P<.05 respecto a SS

El bloqueo de los receptores NMDA, B-adrenérgicos y dopaminérgicos tipo D1 en la ClI
después de la adquisicién del CPS impide la consolidacion de la memoria a largo plazo

Con el fin de evaluar el papel funcional de los cambios en la liberacion de glutamato,
norepinefrina y dopamina en la ClI sobre la consolidacidn de la memoria de preferencia al sabor,
se administraron antagonistas de los receptores NMDA (AP5), B-adrenérgicos (propranolol) y
dopaminérgicos tipo D1 30 minutos después de la adquisicion del CPS. Cuando se compararon
los resultados de la prueba de memoria a corto plazo (4 horas) por medio de una prueba ANOVA

de un factor (farmaco), el anélisis no mostré diferencias significativas entre los grupos tratados
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con antagonistas (naps=9, npror=10, Nsch=9) respecto al grupo al que se administré SS (n=9) de
manera intracortical (F (333) = 1.945, P=0.141), por lo que se concluye que la adquisicién del
CPS no fue afectada (Figura 10A). Por el contrario, cuando se realizé la prueba 72 horas después
del condicionamiento, la prueba ANOVA de un factor mostr6 diferencias significativas entre los
grupos (F 3,30 = 3.027, P=0.044). Asi, mediante la aplicacion de la prueba de Fisher, se encontro
que los animales tratados con AP5 (P=0.049, n=8) y SCH (P=0.029, n=8) exhibieron
alteraciones en la memoria a largo plazo al disminuir la ingesta de sacarina respecto a la del
agua. Por otro lado, no se observaron cambios en el indice de preferencia en el grupo PROP
(P=0.980, n=8) respecto al control de SS (n=10) (Figura 10B). Los datos anteriores indican que
el blogueo de los receptores NMDA y dopaminérgicos tipo D1 después de la asociacion del
estimulo gustativo con el estimulo visceral afecta el establecimiento del CPS, impactando

directamente sobre la consolidacion de la memoria.
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Figura 10. El bloqueo farmacolégico de receptores NMDA, B-adrenérgicos y dopaminérgicos tipo
D1 en la ClI 30 minutos después del CPS afecta la expresion de la memoria a largo plazo, pero no a
corto plazo. Durante la prueba de memoria a corto plazo (4 horas), los animales de todos los grupos
mostraron preferencia al sabor; sin embargo, durante la evaluacién de la memoria a largo plazo, los
animales tratados con AP5y SCH i. c. exhibieron alteraciones en la memoria al disminuir el consumo de

sacarina respecto al agua. Datos representados como media del indice de preferencia + SEM para cada

grupo.
* P<.05 respecto a SS

DISCUSION
La administracion intraperitoneal de glucosa induce el establecimiento del CPS en un solo
ensayo
Uno de los principales hallazgos del presente estudio es que la inyeccion intraperitoneal de
glucosa favorece el establecimiento de una preferencia hacia un sabor novedoso cuando se utiliza
COMO una consecuencia posingestiva positiva y en un solo ensayo. Previamente se ha reportado

que, aunque la glucosa es favorecida entre otros sacaridos para el desarrollo de preferencias
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alimenticias (Ackroff et al., 2001; Ackroff y Sclafani, 1991; Bodnar, 2018; Myers y Sclafani,
2001; Buchanan et al., 2022; Sclafani y Ackroff, 1994; Tan et al., 2020), su efectividad varia
dependiendo de la via de administracion (Bodnar, 2018). Tipicamente, los trabajos que emplean
a la glucosa como estimulo visceral para condicionar una preferencia al sabor se valen de la
administracion intragéstrica pues ofrece la ventaja de separar el componente gustativo del
componente posingestivo (Bodnar et al., 2018; Buchanan et al., 2022; Tan et al., 2020). A pesar
de ello, constituye un método invasivo pues requiere de una cirugia a través de la cual se
implanta un catéter en el estomago para administrar la solucion deseada (Bodnar et al., 2018). Si
bien los resultados que ofrece son robustos entre las diferentes manipulaciones, se ha propuesto
que la administracion intraperitoneal podria separar los componentes mencionados sin realizar
intervenciones invasivas. A pesar de ello, las investigaciones realizadas hasta ahora han
mostrado su ineficacia al momento de condicionar preferencias alimenticias a pesar de que
elevan los niveles de glucosa en sangre de manera similar a una administracion intragastrica de
menor concentracion (Zukerman, Ackroff y Sclafani, 2013). Debido a lo anterior, uno de los
objetivos del presente trabajo consistio en estandarizar un protocolo de condicionamiento de
preferencia al sabor utilizando una via de administracion intraperitoneal. Mediante la realizacién
de una curva dosis respuesta en la que se asocid el consumo de sacarina 0.3% con la inyeccion
de glucosa, el presente trabajo mostré que la dosis de 350 mg/kg genera preferencia hacia la
sacarina en relacion con el resto de las dosis. Al compararlo con otros procedimientos, se
observa que el protocolo empleado en este trabajo administr6 un mayor volumen de solucion
(glucosa) en una concentracién menor a la reportada (glucosa 8%) (Zukerman, Sclafani y

Ackroff, 2013). Aungue los antecedentes que han realizado esta manipulacién lo han hecho
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principalmente en ratones, parece que administrar una mayor cantidad de solucién requeriria una

menor concentracion para generar una memoria de preferencia.

Es importante mencionar que, si bien los experimentos realizados sugieren que la via
intraperitoneal es efectiva durante el condicionamiento de preferencia al sabor, tipicamente se ha
propuesto que el desarrollo de dichas preferencias depende de la activacion de células epiteliales
en el intestino (Buchanan et al., 2022; Liu y Bohérquez, 2022; Tan et al., 2020; Yue et al., 2022).
Ya que la solucion inyectada intraperitonealmente atraviesa directamente por la vena porta
hepética, se sugiere que la preferencia podria establecerse a través de mecanismos
independientes de los receptores intestinales, presumiblemente por la accion de hormonas (p. €j.
CCK) (Laviano et al.,, 2018; Pérez y Sclafani, 1991). Sin embargo, se requiere mayor
investigacion en torno a dilucidar el papel funcional de la sefializacion humoral en el

condicionamiento de preferencia al sabor por macronutrientes (Berthoud et al., 2021).

Neuroquimica del procesamiento de estimulos gustativos y viscerales

a) Glutamato

En lo que refiere a los estimulos gustativos, los resultados muestran que ni el consumo de agua ni
el consumo de sacarina generan cambios en los niveles extracelulares de glutamato en la CI.
Estos datos son congruentes con lo reportado por otras investigaciones en las que se ha mostrado
que solo el valor aprendido, y no la valencia innata o la novedad de los estimulos gustativos,
promueve actividad glutamatérgica dentro de la Cl (Guzman-Ramos et al., 2010; Miranda et al.,

2002; Osorio-Gbémez, 2017; Osorio Gémez et al., 2021; Tucci, Rada y Hernandez, 1998).

En lo que respecta a la sefalizacion visceral, trabajos anteriores han mostrado que la

administracion intraperitoneal de LiCl como agente inductor de malestar gastrico facilita una
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elevacion de glutamato dentro de la Cl de manera dosis dependiente (Osorio-Gémez et al.,
2021). Por el contrario, la inyeccién de NaCl en concentraciones iso- e hipertdnicas no genera
cambios en los niveles de este neurotransmisor (Osorio-Gomez et al., 2021). Con base en esta
informacion, la hipotesis anterior proponia que a través de la actividad glutamatérgica se sefializa
el componente aversivo del estimulo visceral (Guzméan-Ramos et al., 2010; Osorio-Gémez et al.,
2021). Contrario a ello, los resultados de este trabajo muestran que la administracion
intraperitoneal de glucosa, un estimulo que se considera apetitivo por sus propiedades

nutricionales, también promueve un incremento en la liberacion basal de glutamato cortical.

Hasta ahora no se habia descrito la dindmica de liberacion de neurotransmisores ante la
administracion de estimulos apetitivos (p. ej. azlcares) dentro de la Cl, sin embargo, se ha
encontrado, en estudios de imagenologia, que esta estructura exhibe un incremento en la sefial
BOLD cuando se administra glucosa de manera intragastrica (Tsurugizawa y Unemaya, 2014).
Asimismo, la sefializacion relacionada a la llegada de un azlcar al intestino depende
principalmente de glutamato (Kaelberer et al., 2018). De acuerdo con el modelo propuesto,
cuando la glucosa es sensada por los receptores GLUT y SGLT de las células neuropodas en el
intestino (Buchanan et al., 2022; Liu y Bohorquez, 2022), estas células se comunican a través de
una sinapsis glutamatérgica con las neuronas del ganglio nodoso del nervio vago (Kaelberer et
al., 2018; Lukas, Brindle y Greengard). A partir de alli, se sabe que el nervio vago interviene
enviando informacion visceral hacia el NTS; de ahi, la sefial alcanza al NPB y después al tdlamo,
el cual proyecta hacia la AMY y finalmente, a la Cl (Bermudez-Rattoni, 2004; Cao et al., 2021).
Si bien la via de administracion intraperitoneal no requiere del metabolismo intestinal (Ren et al.,
2010) y se desconocen a los actores celulares y moleculares que permiten el paso de esta

informacion hacia la CI, el presente trabajo muestra que ambos tipos de administracion,
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intragastrica e intraperitoneal, son facilitados por actividad glutamatérgica. En conjunto, estos
datos sugieren que la sefializacién de consecuencias posingestivas aversivas y apetitivas en el

organismo es dependiente de glutamato.

Un aspecto que vale la pena resaltar sobre la actividad glutamatérgica es que esta se ha
relacionado principalmente con el aprendizaje asociativo. Al respecto, estudios anteriores han
demostrado que el glutamato, a través de la actividad de los receptores NMDA, constituye una
sefial neuroquimica importante para el establecimiento de tareas asociativas como el CAS y el
CPL (Escobar, Alcocer y Chao, 1998; Jiménez y Tapia, 2004; Osorio-Gomez, Guzman-Ramos y
Bermudez-Rattoni, 2019). Asi pues, los resultados observados con CAS y CPS en los que se
presenta un incremento en glutamato sugieren que la asociacion de dos estimulos promueve el
aumento de glutamato en la CI; por lo tanto, se propone que este neurotransmisor favorece el

aprendizaje al asignar un valor aprendido a los estimulos.

Al ampliar esta informacion con los resultados observados durante la farmacologia, se observa
que la administracion intracortical de AP5 antes de la inyeccion de glucosa impide que los
animales muestren preferencia al sabor el dia de la prueba. Este fendmeno también ocurre en el
CAS pues, la infusion de antagonistas de receptores glutamatérgicos en la Cl previa al
condicionamiento impide que los animales muestren aversion al sabor el dia de la prueba
(Osorio-Gomez et al., 2021). Este fendmeno podria explicarse desde el momento de la aplicacion
del farmaco. Previamente se describié que el pico de accion del AP5 se extiende hasta 60 min
después de su aplicaciéon (Jin, Suga y Gao, 2005), por lo que la cercania respecto a la
administracién de la consecuencia posingestiva impide la sefializacion de este estimulo; por

consiguiente, los animales no exhiben la preferencia hacia sacarina el dia de la prueba.
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Por otro lado, se ha reportado que 30 minutos despues de la adquisicién de un aprendizaje de
reconocimiento al sabor, se activan diferentes cascadas de sefializacion que favorecen la
consolidacion del aprendizaje, entre las que se puede mencionar la cascada asociada a la
actividad de los receptores NMDA (Guzmén-Ramos et al., 2012). Al respecto se sabe que,
después de que los receptores glutamatérgicos tipo NMDA se activan por la llegada de glutamato
y el tapén de magnesio (Mg*™) es retirado del canal, la entrada de calcio al interior de la célula
cambia el potencial eléctrico de la célula y promueve la actividad de la proteina cinasa
dependiente de Ca2+/calmodulina (CAMKII); esta fosforila a los receptores AMPA para
aumentar su sensibilidad al glutamato y permite la insercion de nuevos receptores en la
membrana postsinaptica; paralelamente, la proteina cinasa C (PKC) y otras cinasas como Fyn
derivan en la activacion de PKA la cual, a su vez, fosforila al factor de transcripcion CREB para
inducir la transcripcion de genes en el nacleo de la neurona (Loubon y Franco, 2010). Por lo
anterior, cuando se inyectd AP5 intracorticalmente 30 minutos después del condicionamiento, se
bloqued una cascada de consolidacion dependiente de la activacién de los receptores NMDA. En
consecuencia, los animales mostraron memoria a corto plazo y no asi memoria de largo plazo.
Los resultados anteriores demuestran que el glutamato funge como un instructor de la memoria
pues solo exhibe un incremento cuando los animales son expuestos a un protocolo de preferencia
al sabor. Por otro lado, la consolidacion de memorias asociativas depende de la sefializacion

glutamatérgica asociada a la actividad de receptores tipo NMDA.

b) Norepinefrina
En lo referente a la norepinefrina, los resultados mostraron que, mientras que la presentacion de
sacarina induce una elevacion en la liberacion de norepinefrina en la ClI, el consumo de agua

ejerce el efecto contrario al provocar una disminucion de estos niveles. Asimismo, se observo
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que las inyecciones intraperitoneales de NaCl y glucosa promovieron cambios en la
concentracion extracelular de este neurotransmisor. Aunque hasta ahora no se habian reportado
los cambios que expresa la norepinefrina durante la adquisicion de un condicionamiento de
preferencia al sabor, los datos obtenidos son congruentes con experimentos anteriores en los que
se ha observado que la exposicion a estimulos novedosos y que la estimulacion nocioceptiva (p.
ej. inyeccion intraperitoneal) promueven cambios en los niveles de norepinefrina (Kafkas y

Montaldi, 2018; Moreno-Castilla et al., 2017; Osorio-Gomez et al., 2021; Titulaer et al., 2021).

A diferencia de otras catecolaminas, tipicamente se ha propuesto que la liberacion de
norepinefrina en la Cl aumenta cuando un estimulo es considerado como estresante (Osorio-
Gomez et al., 2021); esto tiene importantes implicaciones sobre la memoria pues modula su
establecimiento al catalogar los estimulos como relevantes o no relevantes (saliencia) (Ventura et
al., 2008). En el caso de la sefializacion gustativa, de manera general se ha observado un
incremento en la actividad noradrenérgica en la Cl ante la presentaciéon de estimulos novedosos
(Osorio-Gémez et al., 2021). Aunque la novedad juega un papel importante en la conducta de
ingesta pues asegura reacciones cautelosas hacia los alimentos hasta que estos se hacen
familiares y se reconocen como seguros para el organismo, la disminucién en el consumo de un
alimento o una solucion (neofobia) se considera como una respuesta ansiogénica (Lin, Arthurs y
Reilly, 2015), por lo que cumple con el requisito de ser estresante. A pesar de ello, parece que la
relevancia de esta sefial varia dependiendo del tipo de memoria de reconocimiento, pues cuando
se bloquean los receptores de norepinefrina antes de la presentacion del estimulo gustativo,
genera alteraciones en un protocolo de atenuacion de la neofobia, mientras que no muestra

efectos en una memoria de aversion al sabor (Miranda et al., 2008).
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En lo que respecta a la estimulacion visceral, trabajos anteriores han mostrado que,
independientemente de la solucion que se administre (p. ej. NaCl o LiCl), las inyecciones
intraperitoneales promueven elevaciones en los niveles de norepinefrina y estos cambios
responden directamente a la concentracion de la solucion administrada (Galvez, Mesches y
McGaugh, 1996; Osorio-Gomez et al., 2021; Quirarte, Galvez, Roozendaal y McGaugh, 1998;
Tanaka, 1991). Asimismo, se ha reportado que la inmovilizacion (como ocurre durante la
manipulacion de los animales) provoca un aumento en la concentracion extracelular de
norepinefrina (Galvez, Mesches, & McGaugh, 1996; Quirarte et al., 1998; Tanaka et al., 1991).
Ya que los animales utilizados en los experimentos fueron inmovilizados para su consecuente
inyeccion y se administré una solucion de manera intraperitoneal, se sugiere que la sefial
noradrenérgica asign6 a la glucosa la connotacion de relevante o saliente para el
condicionamiento de preferencia al sabor. Para probar esta premisa, en experimentos posteriores
se administrd propranolol, un antagonista de los receptores B-adrenérgicos antes de la inyeccién
i. p. de glucosa. Los resultados mostraron que los animales a los que se les administro
propranolol en la Cl no mostraron preferencia hacia la solucion condicionada cuando se evalud
la memoria 72 horas después. Esto contrasta con los resultados observados en el protocolo de
CAS, en el cual el bloqueo de los receptores B-adrenérgicos antes de la administracion de LiCl
no impide la expresion de la aversion al sabor en la prueba de memoria a largo plazo (Osorio-
Gbmez et al., 2021). En este sentido se sugiere que, aunque la actividad noradrenérgica no es
relevante para establecer una memoria de reconocimiento al sabor aversiva, juega un papel

importante en el establecimiento de una memoria apetitiva como el CPS.

Finalmente, con el fin de dilucidar si el papel modulador de la norepinefrina se restringe a la

adquisicion del CPS o es relevante para etapas posteriores en la formacion de la memoria, se
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administré propranolol en la ClI 30 minutos después del téermino del condicionamiento, una
ventana temporal en la que se ha demostrado que diferentes estructuras (p. ej. amigdala) liberan
norepinefrina para participar en la consolidacion. Aunque previamente no se ha reportado la
participacion de los receptores B-adrenérgicos corticales en la consolidacién de la memoria, los
datos obtenidos indican que no son relevantes para la consolidacion y su funcion se restringe

estrictamente al establecimiento de la memoria de preferencia.

c) Dopamina

Estudios previos han demostrado que las catecolaminas juegan un papel importante en la
codificacion de la novedad pues, ante la presentacion de estimulos novedosos (p. ej. sacarina,
quinina), se observa un incremento en los niveles de dopamina y norepinefrina. Particularmente
en lo que refiere a la liberacion de dopamina, investigaciones recientes muestran que, sin
importar la valencia del estimulo, la Cl exhibe un incremento en la liberacion de este
neurotransmisor cuando el estimulo se presenta por primera vez (Guzman-Ramos et al., 2010;
Osorio-Gomez et al., 2021) y no exhibe cambios una vez que el estimulo se vuelve familiar
(Osorio-Gémez et al.,, 2017). Aunque las manipulaciones realizadas durante este trabajo
muestran que la sacarina produce un aumento en la sefial dopaminérgica de la Cl, el agua exhibe
un incremento similar al de la sacarina. Para explicar este fendmeno, trabajos previos han
demostrado que la rehidratacion aumenta la actividad de las neuronas dopaminérgicas del area
tegmental ventral (VTA), una estructura que proyecta aferencias hacia la CI (Gil-Lievana et al.,
2020), en decenas de segundos (Grove et al., 2022) y la activacion de estas neuronas es mayor
dependiendo de si el animal se encuentra hidratado o deshidratado. En este sentido, es probable

que el aumento en la sefializacién por dopamina frente al consumo de agua se deba al estado
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homeostatico de los organismos. Sin embargo, se requieren mas mediciones para confirmar esta

premisa.

En lo que corresponde al procesamiento de estimulos viscerales, los antecedentes demuestran
que la ingesta de azlcares promueve un aumento en la liberacion de DA en estructuras del
sistema mesolimbico entre las que se incluyen la amigdala, el hipotalamo, el nicleo accumbens y
la corteza prefrontal medial (Sclafani, Touzani y Bodnar, 2011). Aunque parte de esta
sefializacion ha sido atribuida a la palatabilidad de los estimulos gustativos, en la literatura se
refiere que la liberacion de DA es independiente de los efectos orales pues experimentos en los
que infundi6 glucosa por via intragéstrica promovieron un incremento en la liberacion de DA
dentro de las mismas estructuras (Ren et al., 2010). Ademas, se ha observado que el porcentaje
de cambio en la concentracion extracelular de DA se correlaciona con la densidad calérica del
nutriente que se administra (Ferreira et al., 2012; Ren et al., 2010). Asi, pues, a diferencia de
otros estimulos viscerales, parece que la actividad dopaminérgica es exclusiva de la glucosa pues
la administracion intraperitoneal de un inductor de malestar gastrico (LiCl) o la inyeccion de una
solucién inocua como el NaCl no inducen cambios en los niveles de DA corticales (Osorio-
Gobmez, 2021). Debido a lo anterior, parece que la dopamina sefializa la valencia positiva de la

consecuencia posingestiva.

Con el fin de evaluar la relevancia de la actividad dopaminérgica en la Cl para el establecimiento
del CPS, posteriormente se blogue6 esta sefial mediante el uso de antagonistas especificos. En
este caso, se optd por emplear antagonistas de los receptores dopaminérgicos tipo D1 pues
experimentos anteriores han mostrado que la administracién de este farmaco en el nicleo
accumbens (Touzani et al., 2008) y la amigdala (Touzani et al.,, 2009) antes del

condicionamiento impide la adquisicion de la memoria de preferencia. En este caso, la
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administraciéon de SCH, un antagonista de los receptores dopaminergicos D1. antes de la
inyeccion de glucosa impidio el establecimiento de la preferencia hacia la sacarina, indicando
que la actividad de estos receptores es un factor esencial durante la codificacion de la

consecuencia posingestiva.

Finalmente, trabajos anteriores han mostrado que, 30 minutos después de la adquisicion de una
memoria de reconocimiento, se observa un incremento en la liberacién de dopamina cortical
(Guzmén-Ramos et al., 2010). Aunque esta actividad parece tener un papel modulador en el
establecimiento de una memoria de reconocimiento aversiva pues impide la consolidacion de
este trazo cuando se administra en conjunto con antagonistas de los receptores NMDA, los
resultados del presente estudio muestran que el bloqueo de los receptores dopaminérgicos tipo
D1 impide la consolidacion de la memoria apetitiva al permitir que se exprese a corto, pero no
largo plazo. En conjunto, estos resultados demuestran que la dopamina cumple un papel
importante en el establecimiento de la memoria de preferencia al sabor al sefializar la valencia de

la consecuencia posingestiva y favorecer la consolidacion de la memoria.

CONCLUSIONES
El presente trabajo se realiz6 con el fin de evaluar el papel funcional de la CI en el
establecimiento de un condicionamiento de preferencia al sabor. A partir de los resultados
obtenidos se pudo concluir que la induccién de un CPS es posible al asociar un sabor novedoso
con una consecuencia posingestiva positiva. Al evaluar los aspectos neuroquimicos involucrados
en este proceso, se identificd que, mientras que la presentacion de un sabor novedoso (sacarina)
es sefalizada en la CI por cambios en los sistemas de neurotransmision catecolaminérgicos, la
presentacion de una consecuencia posingestiva con valencia apetitiva (glucosa) es sefializada por

los sistemas de neurotransmision glutamatérgico y dopaminérgico. Al complementar estos
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hallazgos con los resultados obtenidos mediante las manipulaciones farmacolégicas, se concluye
que la norepinefrina juega un papel importante en el establecimiento del condicionamiento de
preferencia al sabor por medio de la actividad de los receptores B-adrenérgicos; y que el
glutamato y la dopamina participan en la consolidacion de la memoria de preferencia a traves de

la actividad de los receptores NMDA y D1, respectivamente.
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Figura 1. Fotografia representativa de la implantacion unilateral de una cénula guia de
microdialisis en la CI. En la imagen se puede observar que la lesién en la Cl asociada a la implantacion
de la canula guia abarca distintas capas de la corteza, entre las que se encuentran la capa granular y parte

de la capa disgranular.
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Figura 2. Fotografia representativa de la implantacion unilateral de una canula guia de
microdidlisis en la Cl. En la imagen se puede observar que la lesion en la Cl asociada a la implantacién
de las canulas de farmacologia abarca distintas capas de la corteza, entre las que se encuentran la capa

granular y disgranular.
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