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Resumen

La alimentacion estudiada como un comportamiento implica una secuencia de
respuestas conductuales que se pueden dividir en dos: la conducta apetitiva,
que permite poner al organismo en contacto con los estimulos que
desencadenaran la consecuente conducta consumatoria, en este caso, la
ingesta. El control de la alimentacién es influenciado por la sefializacion
homeostética y por las propiedades recompensantes de la comida, que
pueden estimular el apetito no homeostatico (comer por placer), por lo que
recientemente se ha remarcado la importancia de distinguir entre los
componentes de una recompensa: el componente placentero de la
alimentacion (liking), observable durante el consumo; el componente
motivacional (wanting) que participa en la conducta apetitiva; y el aprendizaje,
presente durante todo el ciclo de alimentacion. El Nucleo Accumbens Shell
(NAcSh) esta altamente relacionado en estos procesos. Durante la realizacion
de esta tesis nos propusimos caracterizar el correlato neuronal de las
neuronas del NAcSh en el componente apetitivo y consumatorio de la
alimentacion, para lo cual diseflamos una tarea instrumental, apetitiva y
consumatoria donde los sujetos debian realizar cuatro palanqueos (fase
apetitiva) para obtener una recompensa de pellets sabor chocolate o solucién
de sacarosa al 20%. Cada recompensa esta asociada a una palanca
especifica, localizada en paneles opuestos al lugar de entrega de cada
recompensa. Posterior al entrenamiento se implanté un arreglo de
microelectrodos en los animales. Se registraron en total 109 neuronas del
NAcSh, se encontr6 que mas del 90 % se modularon durante al menos un
evento de la tarea y de manera selectiva para cada tipo de reforzador (Pellet
de chocolate vs. sacarosa). En conclusién, hemos disefiado y estandarizado
un nuevo paradigma conductual capaz de separar objetivamente la fase
apetitiva de la fase consumatoria durante la conducta de alimentacion; y
sugieren que las neuronas del NAcSh se modula ante conductas apetitivas
(por ejemplo, escuchar estimulos auditivos que predicen una recompensa, una
conducta instrumental y ante la anticipacién/aproximacién a una recompensa).
Demostramos por primera vez que las neuronas del NAcSh se modulan con
solo ver el alimento. Ademas, se encontraron neuronas que se modulan con
el consumo de un reforzador; y un tercer grupo cuyas respuestas son
moduladas durante las fases apetitivas y consumatorias.



Abstract

Feeding behavior involves a sequence of responses that can be divided into
two: appetitive behavior, an exploratory phase that allows the organism to be
aware of stimuli that will drive the consequent consummatory behavior, in this
case, food intake. Feeding behavior is influenced by peripheral homeostatic
signals and the rewarding features of food that can stimulate non homeostatic
feeding (eating for pleasure), which is why there’s a recent interest to
distinguish the main to reward components: 1) liking, as a reaction to hedonic
impact and can be observe during consumption; 2) wanting, as a motivational
process that drives appetitive behavior and 3) learning, associations and
cognitive representations that occur in both appetitive and consummatory
phases. Nucleus accumbens shell (NAcSh) is a brain region involved in the
three reward components. In this thesis, we characterized the neuronal
correlates from NAcSh neurons into the appetitive (wanting) and
consummatory (liking) feeding behaviors. In order to do so, we designed an
instrumental appetitive/consummatory task where the animals were required to
press a lever four times after a tone (appetitive phase), to be rewarded with a
20% sucrose solution and chocolate flavored pellets (consummatory phase).
Each reinforcer was associated to a specific lever at the opposite wall from the
port were it was delivered. An electrode microarray was implanted after
training. We recorded 109 neurons in the NAcSh while mice performed our
task. We found that 90% of recorded neurons were modulated at least in one
epoch throughout the task, and their responses were reward-selective
(chocolate pellet vs sucrose solution). The majority of the neurons tend to
respond strongly to the most palatable reward (chocolate pellet). In summary,
we have designed and standardized a new behavioral paradigm able to
objectively separate the appetitive from the consummatory phase of feeding
behavior. Our data suggest that a subset of neurons in the NAcSh selectively
respond during appetitive actions only (e.g. hearing an auditory stimuli
predicting a reward, operant behavior, anticipation of impending rewards and
during approach behavior). We have also shown for the first time that NAcSh
neurons may be modulated by just the sight of food rewards. Other neurons
responded only during consummatory behavior (consumption), though the
majority of responses were modulated in both appetitive and consummatory
phases.



|.Introduccion

Conducta Apetitiva y Conducta Consumatoria en la Alimentacion

La alimentacion es una accién comun para todos los seres vivos, que
consiste en la ingestion de alimento para mantener un equilibrio metabdlico,
energético y nutricional. La alimentacion implica una secuencia sistematica de
respuestas conductuales que se pueden dividir en dos: la conducta apetitiva
(de busqueda o acercamiento) y la conducta consumatoria. ElI término
‘consumatorio”, acufado por los etdlogos, pretende transmitir la idea de
consumacion o finalizacion de una serie de respuestas tipicas del
comportamiento animal. En contraste, las respuestas apetitivas ocurren al
inicio de la conducta, es una fase de busqueda que permite poner al organismo
en contacto con los estimulos que desencadenaran la conducta consumatoria.
La conducta apetitiva es variable, espontanea y dependiente del entorno;
mientras que la consumatoria consiste en respuestas altamente
estereotipadas, haciéndola especifica para cada especie (Ball, 2008; Domjan,
2010).

Recientemente se han descrito dos sistemas paralelos que influyen en el
control de la alimentacion: la sefalizacion homeostética, que es sensible al
balance energético del organismo; y la via de sefializacion hedoénica,
impulsada por la palatabilidad y las propiedades recompensantes de la
comida, ésta puede influir la ingesta sin tomar en cuenta las propiedades
energéticas. El sistema homeostatico incluye la interaccion de hormonas
circulantes que sefalizan hambre y saciedad, las cuales inician o inhiben la
ingesta de alimento, respectivamente. Por otra parte, el sistema de
recompensa desempefia un papel importante en el comportamiento de
alimentacion. Este incluye los aspectos heddnicos de la comida, sefales
afectivas o motivacionales, asi como pistas discretas de temporalidad y

contexto (por ejemplo, la hora del dia) (Figura1) (Lutter, 2009; Johnson, 2013).
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Figura 1. Sefiales que influyen laingesta de alimento. El Sistema homeostatico (a) incluye
interacciones entre sefiales circulante de hambre y de saciedad; que inician o inhiben la
ingesta de alimento, respectivamente. En adicion a estas sefiales del balance energético, las
sefiales de recompensa juegan un papel importante en el comportamiento alimenticio, las
cuales incluyen el aspecto hedoénico de la ingesta (b), como la palatabilidad y las
caracteristicas recompensantes de la alimentacion per se, asi como sefiales afectivas (o
motivacionales) (c); y multiples pistas discretas y contextuales (y/o temporales) asociadas a la
alimentacion (d), que a través del aprendizaje adquieren control cognitivo y conductual que
resulta en consumo de alimento. Estas pistas pueden iniciar la ingesta de alimento al influir en
la sefializacion homeostética (por ejemplo, aumentando la sensacién de hambre o inhibiendo
los mecanismos que sefializan de saciedad). (Imagen tomada de Johnson, 2013).

Placer (liking), Querer (wanting) y Aprendizaje (learning) en la

recompensa

El placer de la alimentacidén puede estimular el apetito no homeostético, por
lo que recientemente se ha profundizado en la importancia de distinguir entre
el componente placentero del alimento y el componente motivacional (Mela,
2006). Es decir, si el alimento se considera como una recompensa, se pueden
reconocer tres componentes que involucran sus propiedades hedodnicas: 1)
‘liking’, reacciones basicas al impacto hedoénico de la recompensa, que pueden
medirse objetivamente, por ejemplo, en expresiones orofaciales como lamerse
los labios (Figura 2). 2) ‘wanting’, proceso de motivacion de la saliencia

incentiva. Es decir, el cerebro le asigna un valor a la recompensa, y por ende



un atributo de deseo. 3) ‘learning’, representaciones cognitivas y asociaciones
pavlovianas o instrumentales que pueden reforzar la conducta (Berridge &
Robinson, 2003).

El proceso de ‘wanting’ tiende a dominar la fase apetitiva de la alimentacion,
mientras que el proceso de ‘liking’ domina la subsecuente fase consumatoria.
El proceso de ‘learning’ ocurre durante todo el ciclo de las conductas de
alimentacion. El circuito de recompensa del cerebro regula estos procesos y

los traduce en comportamiento (Berridge & Kringelbach, 2015).

Hedonic Reactions (sweet)

Figura 2. Expresiones orofaciales a diferentes sabores. Se presentan reacciones
heddnicas (liking) en un recién nacido, un orangutdn y una rata adulta (panel superior); a
comparacion de reacciones aversivas (dislike) en mismos sujetos ante la presentaciéon de un
sabor amargo (panel inferior). Estas expresiones proveen de un indice objetivo del impacto
heddnico de un sabor (Imagen tomada de Pecifia, 2008).



En las ultimas décadas se han encontrado sitios clave (hot spots) en la red
de zonas hedonicas cerebrales que pueden influir en estas propiedades. En el
nucleo accumbens (NAc), por ejemplo, se duplican las reacciones de ‘liking’ al
inyectar agonistas opioides en la region anterior del Shell; mientras que la
estimulacién dopaminérgica o el bloqueo del receptor AMPA elevan el proceso
de ‘wanting’ sin alterar el ‘liking’ (Figura 3) (Berridge & Kringelbach, 2015). Esto
sugiere que el NAc esta altamente relacionado en ambos procesos de los

componentes de una recompensa.
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Figura 3. Mapeo de hotspots y coldspots en el NAcSh. Virtualmente, la region medial del
Shell estimula el ‘wanting’ (e.g., aumenta el consumo de alimento) en respuesta a la
estimulacién opioide. Los hotspots para fiking’, donde la estimulacién opioide aumenta
reacciones hedonicas positivas se encuentran en la porcion anterior y dorsal del Shell (en
rojo). Reacciones de fliking’ a sacarosa se reducen por estimulacion opioide (aunque sigue
estimulando el ‘wanting’) en una region méas posterior que ha sido denominada como coldspot
heddnico (morado). Imagen tomada de Castro & Berridge (2014) modificado de Pecifia &
Berridge (2005).



Nucleo Accumbens y su participacion en el control de la alimentacion

El ndcleo accumbens (NAc) se encuentra en la region ventral del estriado y
se subdivide en dos regiones: su porcion Shell y Core (Groenewegen et al.
1999). El NAc esta compuesto en su gran mayoria -el 95%- por neuronas
GABAérgicas espinosas medianas (medium spiny neurons, MSN), el 5%
restante lo conforman diversas interneuronas (Sesack & Grace 2010; Gutiérrez
et al., 2011; Song et al. 2014). Las MSN se subdividen en 2 grandes subtipos
las que expresan el receptor a dopamina D1 (MSND1+) y las que tienen el
receptor D2 (MSND2+) (Gerfen & Surmeier 2011). Las MSN GABAérgicas del
NAc son neuronas de proyeccion, cuya actividad se ha relacionado con el valor
motivacional de una recompensa, observandose mayor actividad de las MSN
en la eleccién y consumo de recompensas con mayor valor motivacional con

respecto a las de menor valor (Burton et al. 2015).

El NAc forma un circuito con las neuronas dopaminérgicas en el Area
Tegmental Ventral (ATV) que es crucial para reconocer una recompensa en
determinado contexto y para iniciar el consumo (Koob & Le Moal, 2008). A su
vez, el NAc recibe inervacién glutamatérgica de la Corteza Prefrontal (CPF),
Amigdala e Hipocampo; y envia inervaciones GABAérgicas al ATV y al

hipotalamo lateral (HL) (Figura 4).
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Figura 4. Circuito de recompensa. Esquema simplificado de las conexiones dopaminérgicas,
glutamatérgicas y GABAérgicas desde y hacia el ATV (VTA en la imagen) y el NAc en el
cerebro murino. El circuito primario de recompensa incluye las proyecciones dopaminérgicas
desde ATV hacia el NAc, que liberan dopamina en respuesta a estimulos relacionados con la
recompensa y las proyecciones GABAérgicas desde NAc hacia ATV. El NAc recibe densa
inervacion glutamatérgica desde el area medial de la CPF (mPFC), hipocampo (Hipp) and
amigdala (Amy). ElI ATV recibe invervaciones desde el tegmento lateraldorsal (LDTg), la
habenula lateral (LHb) y el HL (LH en la imagen). Imagen tomada de Russo& Nestler (2013).

El NAc ya habia sido involucrado en el control neuronal de la alimentacion;
especialmente en el consumo de alimentos palatables (Kelley et al., 2002) y
recientemente ha sido involucrado de forma repetida con el desarrollo de la
obesidad (Johnson et al., 2010). En este sentido, se ha visto (tanto en roedores
como en humanos) que el comer compulsivamente esta relacionado con la
disminucién de receptores dopaminérgicos del tipo D2 en el estriado ventral
(Johnson, 2010; Volkow, 2014). Por otra parte, la inactivacion farmacolégica
mediante la microinfusion de muscimol —un agonista GABAérgico-
directamente en esta region incrementa la ingesta de alimentos ricos en grasa
(Stratford et al., 1997). En contraste, la activacion del NAc -a través de la
estimulacion eléctrica- interrumpe el consumo (Krause et al., 2010). Es decir,
la actividad del NAc tiene un papel bidireccional en el control de la

alimentacion: 1) Su inactivacién —global e indiscriminada- incrementa el apetito



por alimentos palatables y 2) su activacion —generalizada- detiene el consumo

de alimentos.

En el laboratorio del Dr. Ranier se ha encontrado que la activacién por
medio de optogenética de las terminales glutamatérgicas que llegan al NAc,
en ratones transgénicos Thyl-ChR2 hambrientos, detiene de forma temporal
el consumo de azucar (Prado, et al. 2016, en prensa). Estos resultados
sugieren fuertemente que algunas de las neuronas del NAc tienen la
capacidad de controlar la alimentacion. Ademas, recientemente en el
laboratorio también se demostro que varios de los supresores del apetito mas
utilizados para el tratamiento de la obesidad (e.g., derivados de la anfetamina,
tales como el dietilpropion, la fentermina y el bupropion) inducen pérdida de
peso a traves de la activacion de los receptores D1 y D2 expresados en las
neuronas del NAc (Kalyanasundar et al., 2015), lo que nuevamente indica que
las neuronas del NAc podrian ser un nuevo blanco farmacologico para

controlar el apetito.

Se ha confirmado que el HL se inhibe por las proyecciones de MSND1+
provenientes del NAc, que forman un circuito de control de la alimentacién
capaz de ignorar la senalizacion metabdlica (O’Connor, et al. 2015). Ademas,
poblaciones celulares del HL se activan diferencialmente en conductas
apetitivas y consumatorias; es decir, el HL presenta grupos neuronales que se
activan en la fase apetitiva de la conducta de ingesta y un grupo diferente que
responde durante el consumo de la recompensa (Jennings, et al. 2015). Sin
embargo, no se ha explorado si las poblaciones neuronales presentes en el
NAc Shell se modulan de manera especifica de acuerdo con el tipo de alimento
a consumir (de alimentos sélidos y liquidos) y si estas neuronas se activan
diferencialmente durante las fases apetitiva y consumatoria de la conducta de
la alimentacién. La realizacion de este proyecto tuvo como finalidad contribuir
a identificar y entender como la actividad de las neuronas del NAc influye en
el control neuronal del apetito.



Planteamiento del problema

En las ultimas décadas se ha explorado el papel del NAc en el control de la
alimentacion (Kelley, 1997; Krause, 2010). Se sabe también que el NAc
proyecta MSN D1+ formando la mayor fuente de inhibicion del HL (O’Connor,
2015). Se ha confirmado que las neuronas GABAérgicas del hipotalamo lateral
se activan diferencialmente en conductas apetitivas y consumatorias
(Jennings, et al. 2015). Sin embargo, no se ha explorado si el NAcSh participa

diferencialmente en estas conductas (apetitiva y consumatoria).

Hipotesis

En el NAcSh existen distintos grupos neuronales que se activan
diferencialmente durante la alimentacién; una poblacion de neuronas que
responde a conductas apetitivas, y otra poblacién responde a conductas
consumatorias. De igual manera, la tasa de disparo de ambos grupos
neuronales se modula de manera dependiente del valor heddnico del alimento

gue se consume Yy del tipo de alimento o reforzador.

Objetivos.

Objetivo general
Establecer un correlato neuronal en el NAcSh y los componentes

conductuales de la alimentacion.

Objetivos particulares
1. Disefiar una tarea conductual que permita identificar la participacion de las
neuronas del NAc en conductas apetitivas y consumatorias para dos

reforzadores distintos.
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2. Encontrar una correlacion entre la actividad eléctrica de las poblaciones
neuronales del NAc y el comportamiento (conductas apetitivas y

consumatorias) mientras los sujetos ejecutan la tarea.

3. Determinar si las neuronas del NAc se activan de manera diferencial de
acuerdo con valor hedonico que se codifica para cada recompensa

palatable.

.Metodologias

Animales de experimentacion

Para este estudio se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6J de 20 a 25
gramos de peso. Durante 7 dias se peso cada ratdn y se registrd su consumo
de agua y alimento, para establecer lineas basales de peso corporal e ingesta.
Posteriormente se sometieron a un protocolo de control de alimentacién, que
consiste en dar al animal solamente 3 horas diarias de acceso a agua y
alimento ad libitum. Si el sujeto disminuia su peso por debajo del 85% del
promedio de la medicibn de peso basal, se suspendia temporalmente la
privacion de alimento y el entrenamiento o la participacion en la tarea hasta
que alcanzara nuevamente este porcentaje. Todos los protocolos fueron
aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio del CINVESTAV.

Protocolo conductual

En esta tesis se disefid0 una tarea ad hoc, en la cual los ratones se
entrenaron en una caja operante de la marca Med Associates para

desempenfiar una tarea recompensada con solucion de sacarosa al 20% y
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pellets sabor chocolate (Bio-Serve). La caja cuenta con una palanca retractil y
un puerto con receptaculo de pellet en una de sus caras; en el panel opuesto

se encuentra una palanca retractil y un puerto con un bebedero de sacarosa

(Figura 5).
House Light
Pellet Pellet
Port Lever
O
Sucrose Sucrose
Lever spout
=
Y
Speaker

Figura 5. Diagrama de caja operante.

La tarea consistié en sesiones de 30 minutos, cada una con un ndmero n
de ensayos; donde el 50% corresponde a ensayos recompensados con
sacarosa y el otro 50% a ensayos recompensados con pellet de chocolate,
siempre presentados en orden alternado. Cada ensayo iniciaba con la luz de
la caja encendida, en seguida se emitia un tono de 7 kHz (Turner, et al. 2005;
Heffner & Heffner 2007) con una duracion de 2.9 segundos. Cuatrocientos
milisegundos después de iniciar el tono, se exponia una de las palancas y se
mantenia disponible hasta que el sujeto realizaba cuatro palanqueos (razén
fija 4: RF4), después de los cuales obtendria el reforzador correspondiente: un
pellet de chocolate de 20 mg o la oportunidad para lengletear sacarosa
durante dos segundos (5uL/gota) (Figura 6). En el caso de los ensayos para
pellet de chocolate, habia una probabilidad del 50% de que el pellet cayera al

receptaculo inmediatamente después del cuarto palanqueo, mientras que el

12



otro 50% de los ensayos el pellet se dispensaba hasta que se registrara la
entrada al puerto de recompensa. En ambos casos, se le daba al sujeto 15

segundos (a partir del ingreso al puerto) para consumir el pellet.

En ambos tipos de ensayos, cuando el sujeto salia del puerto de
recompensa se iniciaba un contador de 5 segundos antes de iniciar el siguiente
ensayo, el cual se reiniciaba si se detectaba ingreso a cualquiera de los
puertos de recompensa, para evitar iniciar el ensayo cuando el sujeto se

encontraba distraido.

v [ & & & & e pf

ToneOn Leverout 1st lever press 2nd leverpress  3rd lever press  4th lever press Headentry to Sucrose
A reward port Reward
! V | | v | |
f ; t t t ; t t
Start 400 ms 2500 ms 4 ﬁ
Tone Off Pellet

Reward

) B

Figura 6. Diagrama de la tarea conductual. El ensayo se inicia con la luz de la caja
encendida, seguido de la emisién de un tono de 7 kHz que dura 2.9 segundos. Cuatrocientos
milisegundos después de iniciar el tono, se expone una de las palancas y se mantiene
disponible hasta que el sujeto realiza cuatro palanqueos (la llave en el primer palanqueo indica
que este puede ocurrir durante el tono o después de que el tono termina), después debe
dirigirse al puerto de entrega de recompensa donde obtiene el reforzador correspondiente: un
pellet de chocolate de 20 mg o la oportunidad para lengletear sacarosa durante dos segundos
(5uL/gota).

Cirugia

Los ratones fueron anestesiados con isofluorano (induccién 3-5%,
mantenimiento 1-2%). La cabeza del sujeto fue afeitada y montada en un
estereotaxico. Se aplicé un ungliento antibidtico-antiinflamatorio para proteger
los ojos (Trioptico compuesto, Grin lab). Se realiz0 una incision de
aproximadamente 2 cm, posterior a una inyeccion subcutanea de 0.01 ml de
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lidocaina (2 %); se limpio el crdneo con perdxido de hidrogeno y se removio el
periostio. Se localiz6 Bregma y Lambda para nivelar el craneo en el plano
anteroposterior y se nivel6 el plano mediolateral localizando la coordenada +/-
1.5 a partir de Bregma. Se realizé un trepano unilateral con un taladro dental
en las coordenadas para el NAc Shell [AP +1.2, ML +/-1, DV-5.1mm], a través
del cual se implant6 el arreglo de microelectrodos. Una vez colocado en el
sitio, se fijo el electrodo con cemento dental Metabond y se reforzé con acrilico
dental. Los sujetos sometidos a cirugia estuvieron en recuperacion durante
una semana; los primeros tres dias de la cual, se les administré enrofloxacina

(Baytril) como antibidtico via intraperitoneal.

Registro con microelectrodos

Los animales fueron evaluados en la realizacion de la tarea, considerando
como criterio de aprendizaje un minimo de 30 ensayos por sesion. Los sujetos
que aprobaron o superaron este criterio fueron sometidos a una cirugia
estereotaxica para la implantaciéon de un arreglo de 16 microelectrodos de
tungsteno. Gracias a la amplificacibn del voltaje extracelular, estos
microelectrodos permitieron monitorear la actividad eléctrica unitaria
extracelular de neuronas localizadas en el NAcSh, en animales en libre

movimiento durante la realizaciéon de cada ensayo.

Adquisicion de datos
Se utilizé el sistema Multichannel Acquisition Processor (MAP) de Plexon
Inc., Texas para la adquisicion de datos durante el registro de la actividad

neuronal.
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Analisis de datos

Clasificacion de espigas (Offline Spike Sorting)

Se realiz6 una clasificacion previa durante el registro in vivo (online sorting).
Al final del registro, las unidades se reclasificaban de acuerdo a la forma del
potencial, amplitud y el intervalo entre espigas utilizando el software Offline

Sorter de Plexon Inc., Texas.

Analisis de estadistico

Los datos fueron analizados en MATLAB R2013a y Excel 2013. Para el
analisis de datos no paramétricos se empleé la prueba de Wilcoxon, mientras
gue para los datos paramétricos se utilizé la prueba t de Student no pareada.

En ambos casos, P<0.05 se considero estadisticamente significativo.

I1l.Resultados

Resultados Conductuales

Durante la ejecucion de nuestra tarea se asignaron un total de 16 eventos,
8 para los ensayos recompensados con pellety 8 para los recompensados con
sacarosa (Tabla 1). La fase apetitiva de la tarea consiste en la emision del tono
gue funciona como estimulo condicionado; la salida de la palanca que es un
estimulo auditivo y visual, la respuesta operante (cuatro palanqueos) y la
aproximacion hacia la recompensa, que como se indicé anteriormente, en el
caso de los ensayos para pellet se registraron dos tipos de aproximaciones:
cuando el pellet de chocolate esta disponible en el puerto y cuando el sujeto

debe ingresar para que el pellet sea dispensado.
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La fase consumatoria de la tarea incluye la ingesta de ambas recompensas,
no obstante, el sistema no puede medir el momento exacto en que se inicia el
consumo del pellet de chocolate, por lo que la conducta consumatoria se

medira Unicamente con los lengiieteos de sacarosa.

Como primera parte del entrenamiento, los sujetos aprendieron a
palanquear a través de aproximaciones sucesivas, de acuerdo a la
metodologia propuesta por Rossi y Yin en el 2012, en un programa de
reforzamiento continuo, donde por cada palanqueo se entrega una

recompensa.

Tabla 1. Eventos de ambos tipos de ensayo durante la tarea operante.

Eventos de Ensayos de Pellet Eventos de Ensayos de Sacarosa

Tono Tono &

Salida de la palanca Salida de la palanca

Primer palanqueo Primer palanqueo

Segundo palanqueo Segundo palanqueo

: S

Tercer palanqueo Tercer palanqueo

Cuarto palanqueo Cuarto palanqueo

Entrada al puerto con é
recompensa disponible | 'ﬂ—
Lenglieteos ’4

* Los eventos sombreados entran el periodo disefiado para medir las conductas apetitivas de
la tarea, mientras que el lenglieteo esta considerado como la conducta consumatoria.

Entrada al puerto con recompensa
disponible (pellet en receptaculo)

Entrada al puerto con recompensa
disponible (previo a la entrega de pellet)

Thda

Una vez aprendida la conducta de palanqueo se introduce la razon fija, en
la cual los animales entrenan hasta alcanzar un minimo de 20 ensayos
completos por sesion (10 ensayos para cada recompensa). Para los ensayos
de sacarosa se considera un ensayo completo registrar al menos un lengtieteo
con recompensa; mientras que para el ensayo de pellet de chocolate el sujeto

debe entrar al puerto de recompensa para considerarse un ensayo terminado.
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Si la sesion termina antes de registrarse cualquiera de estos eventos, se

elimina el ensayo incompleto para el andlisis de resultados.

Cabe destacar que durante las sesiones previas a la implantacion del
microarreglo, los ensayos para pellet de chocolate entregan el reforzador
inmediatamente después del cuarto palanqueo. Es decir, la condicion de la

recompensa no anticipada se restringe Unicamente a las sesiones de registro.

Los sujetos elegidos para ser implantados se entrenaron entre 21 y 30 dias,
la gréfica A de la Figura 7 muestra el promedio de ensayos realizados en los
altimos 10 dias de entrenamiento previo a la cirugia, destacando que estas
sesiones superan el criterio de ensayos minimos requeridos, lo que los hizo
candidatos ideales para la cirugia. Sin embargo, durante las primeras sesiones
post cirugia el rendimiento de los sujetos disminuyé considerablemente. Esto
se confirma al observar la latencia para completar los ensayos: previo a la
cirugia, los animales realizan un ensayo completo (para ambas recompensas)
en menos de 30 segundos; las sesiones posteriores a la cirugia extienden este

tiempo hasta un minuto (Figura 7).

Durante el periodo de entrenamiento, se observa que los ratones tienen una
tendencia a tardar menos en realizar los ensayos para pellet de chocolate
(latency to complete trial, panel A), destacando en particular su latencia para
engancharse en el palanqueo al escuchar el estimulo condicionado (latency to
first lever press, panel A). En las sesiones de registro electrofisiolégico, el
tiempo que tarda el sujeto en dar el primer palanqueo alcanza una diferencia
significativa entre ambas recompensas; ademas de observar también una
tendencia a tardar mas en completar la razén fija 4 en la palanca de sacarosa
(Figura 7). Esto sugiere que los animales adquieren cierta preferencia por la
recompensa soélida, de modo que estan mas motivados para trabajar por pellet

de chocolate.
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Durante las sesiones de registro, en el caso de los ensayos donde se
anticipa la entrega del pellet, no se observo una diferencia estadisticamente
significativa entre el tiempo que tarda el ratdn en trasladarse hacia el puerto
de recompensa después de realizar el cuarto palanqueo con respecto a los

ensayos donde el sujeto no anticipa el reforzador (Figura 7).
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Figura 7. La eficiencia del
sujeto (en numero de ensayos)
disminuye ligeramente post
cirugia, pero se mantiene una
tendencia conductual a
realizar mas répido los
ensayos reforzados con pellet
en comparacion con los de
sacarosa. La grafica muestra el
promedio del total de ensayos
por sesion realizados por los (A,
10 sesiones previas a la cirugia
de implantacion de electrodo; B,
sesiones de registro). Las
graficas muestran las latencias
en tres periodos de la tarea: 1)
latencia desde el inicio del tono
hasta el primer palanqueo
(latency to first lever press),
2) tiempo promedio entre el
primer y el cuarto palanqueo
(latency to complete fixed ratio),
3) latencia desde el cuarto
palanqueo hasta entrada al
puerto de recompensa (latency to
rewarded headentry); por ultimo,
el promedio del tiempo que tarda
en realizar un ensayo completo,
desde el inicio del tono hasta la
entrada al puerto de recompensa
(latency to complete trial) (A, 10
sesiones previas a la cirugia de
implantacion de electrodo; B,
sesiones de registro, se calcula la
media Unicamente de las
sesiones destacadas en el
recuadro, es decir, cuando el
sujeto recupera la conducta de
palanqueo).
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Para esta tesis se registraron 2 ratones por un periodo de 2 semanas cada
uno, obteniendo una n = 109 neuronas del NAcSh en total, de las cuales se
encontré que el 97.25 % (n=106) se modularon significativamente en al menos

uno de los eventos enlistados en la tabla 1 (Tabla 1).

Estas modulaciones se midieron estadisticamente mediante una prueba de
rangos de Wilcoxon, donde comparamos la tasa de disparo anterior al evento
de interés contra la tasa de disparo posterior al momento en que se registro
dicho evento. Se considerd que existia una modulacién cuando un valor de
P<0.05.

Respuestas Apetitivas
Modulaciones durante el periodo del tono

Durante el registro electrofisiolégico observamos que las neuronas del
NAcSh se ven altamente moduladas durante todos los periodos apetitivos de
la tarea. El tono de 7 kHz, que anuncia el inicio del ensayo, es uno de los
eventos con mayor nimero de respuesta (n=51 para los ensayos de pellet de
chocolate, n=40 para los de sacarosa). Todas las modulaciones encontradas
dentro de este periodo consistieron en activaciones fasicas, es decir, un rapido

aumento en la tasa de disparo, que no duraba mas de 500 ms.

Registramos neuronas que respondian principalmente al tono, como la
neurona A en la Figura 8, que, aunque presenta una ligera inhibicién
(estadisticamente significativa) durante el lengueteo con recompensa, la
mayor modulacion se observa durante la emision del tono. Cabe destacar que
esta neurona en particular, responde con la misma intensidad al tono, sin
importar el tipo de ensayo que precede. Sin embargo, se encontraron
neuronas (Figura 8B) que responden diferencialmente cuando el tono anuncia
un ensayo de pellet a cuando antecede un ensayo recompensado con

sacarosa.
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Figura 8. Ejemplos de neuronas moduladas en la fase inicial (apetitiva) del ensayo.
Graficas tipo raster e histogramas periestimulos alineados al tiempo en que ocurre cada uno
de los eventos de la tarea, para los eventos en comUn entre los tipos de ensayo, se separan
los ensayos de sacarosa de los de pellet con una codificacion de color (azules para los eventos
de sacarosa, rojos para los de pellet), que se detalla en los acotamientos. Las flechas verdes
indican modulaciones, no distinguibles a simple vista por la escala de la figura.

Algunas de las neuronas que respondian al tono, se encontré6 que se
modulaban también al tiempo en que se expulsaba la palanca correspondiente
a cada ensayo (400 ms después de iniciado el tono), como en el caso de las
neuronas B y C en la figura anterior. En otras sesiones, encontramos neuronas
gue se modularon unicamente al ruido producido por la salida de cualquiera

de las dos palancas (Figura 9).
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Modulaciones durante la conducta instrumental (palanqueo)

Nuestro experimento consiste en una razon fija 4 para poder separar dos
eventos de alta importancia en la tarea: la accion operante del palanqueo y
desplazamiento hacia el puerto de recompensa. La primera implica una
conducta instrumental de implicaciones principalmente motoras, mientras que

la segunda puede funcionar como parametro de la motivacion del sujeto.

Encontramos que mas de el 60% (n=70, diferencia entre tipo de ensayos)
de las neuronas del NAcSh se inhiben cuando el sujeto realiza los palanqueos.
En la Figura 10 se presentan dos ejemplos de neuronas que se inhiben durante
el palanqueo.

A pesar de que las evidencias conductuales sugieren que no hay diferencia
en desplazamiento hacia el puerto de una recompensa u otra; encontramos
qgue las neuronas del NAcSh se modulan diferencialmente ante este evento.
En la Figura 10A observamos que cuando el sujeto se dirige a obtener el
reforzador solido hay un aumento en la actividad neuronal que no ocurre
cuando se dirigue al puerto de sacarosa (modulacion durante el

desplazamiento).
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Respuesta de anticipacion a la recompensa

Tomando en cuenta que observar el alimento es una conducta basica
durante la fase apetitiva de la alimentacion y que puede modular fuertemente
las neuronas involucradas en el control del comportamiento alimenticio (Betley,
et al. 2015) decidimos experimentar con la anticipacion de la recompensa en

los ensayos de pellet.

Como se indica en los metodos, durante el 50% del total de ensayos de
pellet de chocolate se encuentra disponible en el receptaculo tan pronto como
el sujeto completa el cuarto palanqueo, mientras que durante los ensayos
restantes el pellet caera unicamente después de que el raton haya ingresado
al puerto de recompensa . Esté condicién nos permitié encontrar neuronas que
se modulan diferencialmente ante la anticipacion de la recompensa (Figura 11),
asi como algunas otras que responden ante la “sorpresa” de recibir el
reforzador cuando éste no se encuentra disponible con antelacion (Figura 7B y

Figura 7C).
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Respuestas Consumatorias

Durante la fase consumatoria, restringimos el analisis de datos unicamente
al consumo de recompensa liquida, ya que la disposicion de la caja operante
y el sistema con el que contamos no nos permite medir los tiempos exactos

del consumo del pellet de chocolate.

En la Figura 12 observamos ejemplos de neuronas que, tal como afirman
los antecedentes, se inhiben durante el lenglieteo de sacarosa, sin impotar el
tipo de respuesta que tuvieron ante los otros eventos de nuestro paradigma

conductual.

28



"OWINSU0J |8 3lueINp UQIDIgIYUl BUN ap alusweleipawul epinfas “esuadwodal uod 0a1anbug)
Jawud [e eaule as 021d 0And BIISE) UQIJBANOR BUN BIR]ISAP S "BLI0JRWNSUOD aSk) B| Us Sauolde|npow uejuasald anb seuoinau sop eled
(19)12d 8p so| elred solol ‘esosedes ap SOUBAS SO| eled Sa|nze) eale) el 9p 0JUSAS Bped a1Ind0 anb us odwal e sopesaule sojnwjsauad
sewrelBboisiy a Jaisel odn sealelo “epinbijesuadwooal ap owWNSU0I |2 91URIND SBUOIdR|NPOW UOJ seuolnau ap sojdwal3 g1 einbi4

SPIT == dPIUYONIB|RdIH = A3|GISET] == EATTING TAITING ASTINGISI = N0 JOAJ| ISOIING =  [BL] ISOIING I BUO | memm
INSPMYTH == dppuysIRdIH — A3|dise] =— ENST3d = ZnaTIRd =— AST|RISI — N0 43| 19|[3d =— [B1L 19]13d }e BUO | ——

4 L 0 - 4 L 0 = 4 L o - z L 0 - 11 s0 0 §0- - L 50 0 so- -

s/saqids

s/saqids

[
Mod piema,
0} AljuspeaH

(o (& t¥ ty e (O

ssaid 1aA3| Y ssaud Jana| pIg ssaid J1aAs| pug ssaud Janad] 3| N0 JaA3] uQ auoj

29



IV.Discusion

Esta tarea presenta la oportunidad de consumir dos reforzadores altamente
palatables. Durante nuestros estudios piloto para la estandarizacion de este
experimento observamos una fuerte preferencia por el pellet de chocolate
(datos no mostrados), consideramos que aunque éste probablemente no
estaba cambia el placer que evoca la sacarosa (liking), afecta
signficativamente su valor motivacional, disminuyendo la saliencia del
reforzador liquido (wanting) (Berridge y Kringelbach, 2015). Se eligié una alta
concentracion de sacarosa para que esta fuera capaz de competir contra el
valor hedonico que el sujeto otorga al pellet de chocolate (20% contra una

concentracion del 10% utilizada en los experimentos piloto).

Observamos también que el aprendizaje (learning) afecta el valor de los
reforzadores: una vez que optamos por usar una alta concentracién de
sacarosa, durante nuestras sesiones de entrenamiento no encontramos
evidencia estadisticamente significativa para sospechar que el sujeto otorgara
un valor motivacional diferente a los reforzadores. Sin embargo, durante el
registro electrofisiolégico los animales se encuentran mas motivados para
responder cuando el ensayo es recompensado por pellet de chocolate, lo que
sugiere que “aprenden” a conceder mas valor a la recompensa sélida. En
experimentos futuros, buscaremos implementar analisis de movimiento para
evaluar el vigor de desplazamiento con el que el sujeto busca ambas
recompensas, de manera que tengamos un nuevo parametro para medir

objetivamente la motivacion (McGinty, et al. 2013).

En las dltimas décadas se proponia que el NAc funcionaba como un switch
en la conducta de alimentacion; se proponia un papel bidireccional donde
‘apagar’ la actividad del accumbens permitia iniciar y mantener la alimentacion,

mientras que ‘encender’ detenia inmediatamente el consumo (Stratford et al.,
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1997; Krause et al., 2010). El registro electrofisiolégico unitario realizado en
nuestros experimentos demuestra que la poblacion neuronal del accumbens
es altamente heterogénea durante la conducta alimenticia, y que no se limita
Unicamente al fase consumatoria, que era la mas explorada hasta los ultimos

anos.

Los resultados obtenidos con nuestros experimentos coinciden también con
el reciente trabajo de Hamid et. al. 2016 donde propone que, las neuronas del
NAc integran y comunican sefiales que guian el comportamiento ante una
recompensa: codifican el valor del reforzador y se modulan dinamicamente de
acuerdo a la motivacion del sujeto en funcion del aprendizaje (Hamid, et al.
2016).

Actualmente contamos con datos preliminares de la actividad en hipotalamo
lateral durante la ejecucion de esta tarea, los cuales proponen la posibilidad
de confirmar y complementar los hallazgos de Jennings (Jennings, et al. 2015).
Buscamos emplear esta tarea con otras técnicas experimentales, como la
optogenética y microendoscopia, para continuar explorando la modulacion
neuronal provocada por los eventos de nuestra tarea, en el NAc y las diversas
regiones que se comunican con él (como hipotalamo o el area tegmental
ventral), de manera que podamos distinguir entre los efectos provocados por

diferentes inputs y diferenciar la modulacién entre poblaciones neuronales.
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V.Conclusioén

Los datos presentados en esta tesis son evidencia de que hemos creado
una tarea novedosa, capaz de separar objetivamente la fase apetitiva de la
fase consumatoria durante la conducta de alimentacion. Los resultados
obtenidos durante el registro electrofisiologico respaldan nuestra hipotesis al
demostrar que las neuronas del NAcSh se modula ante eventos apetitivos
como son estimulos auditivos que anuncian una recompensa (tono
condicionado y salida de palanca), asi como durante una conducta
instrumental y a la anticipaciéon (busqueda) y consumo de un reforzador
(conducta consumatoria); confirmamos también una modulacion diferencial
ante la presentacion de una recompensa liquida y un alimento solido altamente
palatable. Proponemos utilizar esta tarea a la par de otras técnicas (como
optogenética y fotometria) asi como la posibilidad de implantar en otras
regiones cerebrales de interes, con el proposito de explorar a mayor
profundidad la participacion de las diferentes poblaciones neuronales en el

circuito que controlan la alimentacion.
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