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RESUMEN:

Se llevé a cabo un estudio del papel de la corteza insular (Cl) en las preferencias del
sabor pareado con consecuencias apetitivas viscerales por administracion intragastrica de
glucosa. Se llevaron a cabo por un procedimiento de aprendizaje de tipo concurrente, donde se
presentaron dos estimulos con diferente sabor al mismo tiempo y mientras uno de los estimulos
se emparejo con glucosa, el otro con suero fisioldgico. El objetivo de este estudio fue investigar
la participacion de la ClI como la responsable para evocar la adquisicion de un aprendizaje
apetitivo gustativo (AApG). Los resultados mostraron que la inactivacion de la CI limita la
evocacion del AApG adquirido y como la glucosa produce los mismos efectos recompensantes
que la droga, por tanto, un posible tratamiento para la drogadiccién podria ser la inactivacion
delaCl.

Palabras claves: Aprendizaje apetitivo-gustativo (AApG), Corteza insular (CI), Drogadiccion.
ABSTRACT:

A study of the role of the insular cortex (IC) in paired taste preferences with visceral
appetitive consequences by intragastric glucose administration was carried out. They were
carried out by a concurrent learning procedure, where two stimuli with different taste were
presented at the same time and while one of the stimuli was paired with glucose, the other with
physiological saline. The objective of this study was to investigate the participation of IC as
responsable for evoking the acquisition of taste appetitive learning (AApG). The results showed
that IC inactivation limits the evocation of acquired AApG and that glucose produces the same
rewarding effects as the drug, therefore, a posible treatment for drug addiction could be the

inactivation of IC.

Keywords: Appetitive-taste learning (AApG), Insular cortex (IC), Drug addiction.



1. Introduccion

La drogadiccidn podria definirse como un trastorno caracterizado por la basqueda y
toma compulsiva de una sustancia, la pérdida de control y la presencia de un estado emocional
negativo en ausencia o limitacion de ésta (Koob y Volkow, 2016). Ademas, los sujetos en
periodos de desintoxicacion muestran recaidas cronicas, debidas a los efectos gratificantes que
produce el consumo de la droga, lo que lleva a seguir consumiéndola cuando aparecen esas
sefiales asociadas a la misma (Koob y Volkow, 2016; Namba et al., 2018). Asi, uno de los
factores claves en el mantenimiento de la drogadiccion es la experiencia subjetiva de deseo
irrefrenable por el consumo de la droga (craving), lo que produce el impulso consumatorio

(bdsqueda de la droga) para reducirlo (Beck et al., 1999).

Segun la fundacion de la organizacion Alcoholicos Andnimos (1930) existen tres
posibles desencadenantes del craving, a saber, la propia exposicion a la droga, el estrés y la
exposicion a las sefiales ambientales asociadas con el consumo de ésta, todo lo cual aumentaria
la probabilidad de la recaida en aquellos sujetos que se encuentran en un periodo de
desintoxicacion de la droga (Gardner, 2011; Martin-Fardon y Weiss, 2017).

Por otro lado, el craving ayuda a explicar el deseo de la persona por la sustancia y el
consumo de la misma ante situaciones en las que provocan estados emocionales negativo (Koob
y Volkow, 2016), estados que parecen estar implicados en la activacion de circuitos cerebrales
implicados en la adiccion y asociados con la droga, mayor activacion de la corteza prefrontal,

la insula y la corteza cingulada anterior (Kober et al., 2015).

Con respecto al sustrato neurobioldgico subyacente a la drogadiccion, las
neuroadaptaciones inducidas por el consumo cronico de las drogas en el sistema de recompensa
cerebral dopaminérgico mesolimbico parecen ser las responsables de los sintomas de la
drogadiccion, considerandose a la corteza insular (CI) como uno de los componentes relevantes
en el procesamiento del craving inducido por las drogas (Nagvi et al., 2014). En este sentido,
se ha observado que en humanos tanto los estimulos asociados a la droga, asi como el craving
inducido por dichos estimulos activan la CI (Wang et al., 1999; Bonson et al., 2002; Moran et
al., 2017) Ademas, la lesion de la Cl producida por un accidente cerebrovascular isquemico
agudo bloquea el craving inducido por las drogas (Naqgvi et al., 2007; Abdolahi et al., 2017), lo

que prevendria las posibles recaidas tras la abstinencia de la droga (Volkow et al., 2019).

La Cl es una estructura cerebral que se localiza en la profundidad de la cisura de Silvio,

en el punto donde confluyen los I6bulos temporal, parietal y frontal (Ture et al., 1999), siendo

2



la zona cortical donde converge la informacion intero- y exteroceptiva (Craig, 2007), claves
sensoriales relevantes en las asociaciones responsables del craving inducido por los estimulos
condicionados a las propiedades recompensantes de las drogas (Naqgvi y Bechara, 2009; Paulus
y Stewart, 2014; Dionisio et al., 2019). Por lo tanto, dada la implicacion de la informacion
interoceptiva en la drogadiccion (Craig, 2002; Paulus y Stewart, 2014) y que dicha sefial
sensorial puede ser asociada con la informacion exteroceptiva (Contreras et al., 2008), la CI
podria ser uno de los sustratos neuroanatomicos donde se localizaria el engrama de la asociacion
intero-exteroceptica implicado en el craving inducido por los estimulos condicionados a las
drogas (Contreras et al., 2008, 2012). Ademas, segin Contreras (2008) el deseo por el consumo
de la droga se puede desencadenar por el lugar donde se habituaba a obtenerla o consumirla. Y
son numerosos estudios los que demuestran que la CI juega un papel importante en el deseo
compulsivo por el consumo de la droga y, por tanto, la posibilidad de que la inactivacion de la

misma bloqueé el recuerdo del lugar asociado a la droga.

Por otra parte, dado que la Cl también es la zona cortical donde se produce la integracion
de la informacién visceral y gustativa (Duque et al., 2004; Rosenblum, 2008; Palma y lIriarte,
2012; Lin et al., 2015), se podria especular con la idea de que la inactivacion de la Cl también
podria impedir la adquisicion y la memoria de un modelo de aprendizaje apetitivo gustativo
(AApG), donde el sujeto establece una asociacion entre un estimulo condicionado gustativo
(EC; p.ej. extracto de fresa o coco) y un estimulo incondicionado con propiedades
recompensantes viscerales (El; p.ej. administracion intragastrica de glucosa), llegando a
preferir dicho EC en base a la asociacion establecida (Zafra et al., 2002). De hecho, existen
estudios llevados a cabo con dicho modelo gustativo que muestran que la lesién de varios
componentes del sistema cerebral que procesa la informacidn viscero-gustativa (p.ej. nervio
vago, nucleo del trato solitario, parabraquial lateral externo...) bloquea la adquisicion del
AApPG (p.ej. Zafra et al., 2002, 2017). Por lo tanto, dado que este sistema proyecta hacia la Cl
(Garcia et al., 2013), su lesion inactivacion podria también impedir la evocacion de la

preferencia gustativa condicionada.

En base a la literatura revisada en este apartado, el objetivo de la presente investigacion
seria contrastar la hipotesis de que la Cl es la estructura cerebral responsable de la
expresion/evocacién de la adquisicion de un AApG. Los resultados seran discutidos en relacion
con el engrama de memoria responsable del craving inducido por los estimulos asociados a las

propiedades recompensantes de las drogas para intentar proponer un posible tratamiento



preventivo para las recaidas sufridas por las personas que estdn bajo un programa de

desintoxicacion.

2. Método y procedimiento

2.1 Sujetos

En el presente estudio se usaron 20 ratas machos de la cepa Wistar obtenidas de la
colonia de crias de la Universidad de Jaén con un peso de entre 280-310g al comienzo del
experimento. Los animales fueron asignados aleatoriamente a uno de los dos grupos: 10
animales en el grupo inactivacion de la CI (Grupo Experimental) y los otros 10 animales en el
grupo control. Los sujetos se alojaron individualmente en jaulas de metacrilato de 30 x 15 x 30
cm, donde tenian acceso a agua y comida en un periodo de adaptacion de 3 dias. Ademas, se
mantuvieron en periodos de luz-oscuridad de 12h cada uno, aunque todas las sesiones
experimentales se realizaron durante la fase de luz, mantenidos a una temperatura ambiente de
21-23°. Todos los procedimientos fueron llevados a cabo siguiendo las pautas de cuidado
animal establecidas por la Directiva del Consejo de la Comunidad Europea (86/609/CEE) y la
legislacion espafiola (Real Ley 1201/2005), con el objetivo de hacer todo lo posible por

minimizar el sufrimiento animal y el numero de animales utilizados (Zafra et al., 2002, 2017).

2.2 Procedimiento quirdrgico

2.2.1. Implantacion de dos catéteres intragastrico.

Se implantaron dos catéteres intragastricos siguiendo un procedimiento previamente
reportado (Zafra et al., 2017), a través de los cuales se administraran los estimulos
incondicionados para inducir la preferencia gustativa (glucosa o suero fisioldgico). Con este
objetivo, bajo anestesia general con pentotal sédico administrado intraperitonealmente (50
mg/Kg; Tiopental sddico, ABBOTT Laboratories, Madrid), se extrajo el estbmago con sumo
cuidado después de realizar la laparotomia y se hizo una incision de unos 2 cm en la region de
la curvatura mayor de los cardias donde se insertd un tubo de silastic con una pequefia
protuberancia de silicona alrededor para evitar el desplazamiento del catéter hacia fuera del
estomago. Este mismo procedimiento se repitio para implantar el segundo catéter. Los érganos
externos se irrigaron continuamente con suero fisioldgico isoténico con el objetivo de que
permanecieran constantemente hidratados. Posteriormente, el estbmago se devolvid a la

cavidad gastrica en su posicion original y los catéteres se llevaron a través del abdomen por la
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pared muscular siendo tunelizados subcutadneamente cada uno a uno de los lados del animal
hasta la superficie dorsal del cuello. Finalmente, se cosieron las heridas y se taparon los
catéteres con tamponcillos de hierro inoxidable en la punta para evitar fugas del contenido
gastrico y el desplazamiento dentro del tanel subcutaneo. Para evitar la posible infeccion, se
aplicé povidona yodada (Betadine, Sarget Lab, Merignac, Francia) y se administrd por via
intramuscular 0,1 cc de penicilina (Penilevel, Lab. Erm, Barcelona, Espafia). Se realizé el

mismo procedimiento para ambos grupos de animales (Zafra et al., 2017).

2.2.2. Implantacion de dos canulas intracerebrales.

Para la implantacion de las dos canulas intracerebrales a través de las cuales se
administrara el anestésico local lidocaina para la inactivacion de la Cl en el Grupo Experimental
(y administracion de suero fisioldgico en el Grupo Control) se llevara a cabo una cirugia
estereotaxica (Stoelting Stereotaxic 51.600) bajo anestesia general con pentotal sddico
administrado intraperitonealmente (50 mg/Kg; Tiopental sédico, ABBOTT Laboratories,
Madrid). Las coordenadas neuroanatémicas utilizadas para la implantacion de las canulas en la
superficie dorsal de la CI fueron obtenidas a partir del atlas estereotaxico de Paxinos y Watson
(1996) utilizando como referencia el punto de Bregma: AP= 1.2 mm; DV=6.7 mm; LM=5.4

mm.

Para llevar a cabo la intervencion quirdrgica de la implantacién de las dos cénulas

intracerebrales se siguio el procedimiento propuesto por Xavier y colaboradores (2018):

1. Anestesiar el animal con pentotal s6dico administrado intraperitonealmente (50
mg/Kg; Tiopental sodico, ABBOTT Laboratories, Madrid).

2. Comprobar que el animal esta totalmente dormido pellizcandole los dedos de los
pies.

3. Colocar la rata sobre la almohadilla térmica y fijarla en el marco estereotéaxico.

4. Afeitar la cabeza, desde los o0jos hasta detras de las orejas.

5. Inyectar lidocaina debajo del cuero cabelludo para que haga funcion de analgesia
local.

6. Proteger los ojos del animal de la luz.

7. Hacer una incision desde la parte mas anterior a la mas posterior, es decir, desde los
0jos hasta la parte mas trasera del craneo.

8. Raspar la parte superior del craneo y limpiar con un algodén con agua destilada.



9. Marcar bregma y calcular las coordenadas de la insula donde se va a implementar

las canulas.

Mas aln, segun dichos autores, para la insercion de las canulas deben llevarse a cabo

los siguientes pasos:

1. Retirar cada canula de la jeringa que teniamos llena de aCSF (liquido
cefalorraquideo artificial), mientras se mantiene la aguja 30G que esta en el extremo
posterior del tubo.

N

Se conecta dicha aguja con una jeringa llena de agua destilada.

w

Se extrae el aire que pueda estar insertado en cada canula, con la ayuda de una

bomba de jeringa.

&

Tras perforar el craneo se implantan las canulas en las coordenadas calculadas para

la Cl.

5. Posteriormente se fijan las canulas echando cemento dental y se pasa a coser la
incision hecha anteriormente.

6. Por ultimo, se deja el animal en su jaula tras inyectarle un anti-inflamatorio y se les

permiten varios dias para su recuperacion. (Xavier et al., 2018; Sebastian, 2016).

2.3 Procedimiento comportamental

Después de 9 dias de recuperacion de la cirugia, los sujetos se sometieron a un pre-
entrenamiento de 3 dias con restricciones de agua y comida. Donde a los animales se les
permitié beber agua de dos buretas que se les presentan por los orificios frontales de las jaulas
con el objetivo de evitar posibles preferencias por la posicion de las buretas. Los dos primeros
dias, se les ofrecid agua en una sola bureta (Dia 1 a la izquierda y Dia 2 a la derecha) durante 7
minutos, mientras que el tercer dia, también durante 7 minutos, se les ofrecio las 2 buretas
simultaneamente. Si el tercer dia de pre-entrenameinto algin animal tiende a beber de una sola
bureta, se retirara dicha bureta durante los ultimos 3 minutos de cada sesion, para asi poder
controlar que todos los animales hayan aprendido a alternar entre ambas buretas. Pasados 30
minutos después de estas sesiones de 7 minutos se les ofreci6 a los animales 15g de alimento

solido (Panlab S.L., Barcelona, Esparia).

Después de este periodo de pre-entrenamiento, comenzd la fase experimental
propiamente dicha en la que durante 5 dias adquisitivos se asociara un estimulo gustativo [0,5%

de extracto de fresa (F) o coco (C) diluido en el agua; McCormick, Co. Inc., San Francisco,



CA, USA] con unas consecuencias apetitivas viscerales a través de la iccadministracion
intragéstrica de glucosa (10%). En cada sesion adquisitiva, se le ofrecid a los animales ambos
estimulos gustativos presentados simultdneamente durante 7 minutos donde la ingestion de uno
de ellos sera asociada con la administracion intragastrica concurrente de glucosa a través de
uno de los catéteres, mientras que la ingestion del otro estimulo gustativo se emparejo con la
administracion intragéstrica concurrente de suero fisioldgico a través del otro catéter (una
ilustracion grafica de este procedimiento fue previamente publicada por Mediavilla et al. 2005).
Se contrabalanced el estimulo gustativo asociado con glucosa para eliminar posibles efectos
inespecificos de preferencia por alguno de los 2 sabores. La administracion intragastrica de
ambos productos (glucosa o suero fisiologico) se produjo simultaneamente a la ingestion del
estimulo gustativo a través de una bomba de infusién Mod. A-98 (Razel, USA) a una razon de
1mL/1mL por estimulo gustativo ingerido. El 6° dia del presente procedimiento experimental,
en el grupo experimental, se les vuelve a presentar ambos sabores, pero esta vez sin
administracion intragastrica alguna, donde al grupo experimental se le inactivd la ClI
administrando Lidocaina (10 pl/seg) a través de las canulas intracerebrales, mientras que en el
grupo control se administré suero fisiologico a la misma dosis. El 7° dia que se volvio a

presentar ambos sabores, pero esta vez sin administracion intragastrica ni intracerebral alguna.

Dias 123456789 1 2 3 12345 6 7
operaci—— v
9 dias de recuperacion Entrenamiento No inactivacién
Pre-entrenamiento Inactivacion ClI

Fig. 1. Secuencia experimental.

2.4 Histologia

Al concluir el experimento, todos los animales del grupo experimental fueron
anestesiados profundamente con una sobredosis de pentotal sddico (80 mg/Kg, ABBOTT,
Madrid) y perfundidos intracardialmente con solucion una salina isotonica seguida de

formaldehido (10%). Posteriormente, se procedio a la extraccion de los cerebros que fueron
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almacenados durante al menos 1 semana en formaldehido (10%) antes de su posterior
laminacion en secciones coronales de 40pum mediante un criostato (Leica, CM1850 UV, USA).
Las secciones fueron colocadas en portaobjetos y tefiidas con violeta de cresilo para ser
examinadas a través de un microscopio optico (Olympus, CO 11) con el objetivo de determinar
la ubicacion y la extension de las intervenciones, y asi tener la certeza de que las canulas

intracerebrales estaban localizadas en la Cl en todos los casos (Zafra et al., 2017) (Figura 1).

Fig. 2. Imagen de una seccion coronal del cerebro de un animal del Grupo Experimental, mostrando la localizacion
de la canula intracerebral. Abreviaciones: ac: comisura anterior; PIC: Corteza Insular Posterior; PuC: Nucleo
Putamen-Caudado; LV: Ventriculo Lateral.

2.5 Anélisis estadistico
Para el analisis estadistico del presente experimento se ha usado la version 23 del

programa estadistico IBM SPSS Statistic Subcription. La media de ingesta de agua durante los
3 dias de pre-entrenamiento y la media de la ingesta de los sabores durante los 7 dias
experimentales fueron analizados mediante un ANOVA (Grupo x Dias x Agua y Grupo x Dias
x Sabores, respectivamente). Los valores fueron expresados como medias + el error estandar
de medida. Los efectos significativos fueron analizados mediante un analisis pos hoc a través
de un test de Tuckey y las diferencias estadisticamente significativas se fijo en el nivel del 5%
(p<0.5), (Zafra et al., 2002).



3. Resultados

El ANOVA llevado a cabo en la Etapa | (pre-entrenamiento de 3 dias) no mostro
diferencias entre los animales del grupo experimental y grupo control con respecto a la cantidad
de agua consumida a lo largo de esta etapa (datos no mostrados).

Prueba concurrente de aprendizaje apetitivo-gustativo y discriminacion. El
ANOVA llevado a cabo durante los 7 dias experimentales muestra un efecto de Dias x Sabor
de [F (6, 280) = 354,112, p < 0,001], un efecto de Grupo x Sabor de [F (6, 280) =116,959, p <
0,001] y un efecto de Grupo x Dias x Sabor de [F (6, 280) = 79,898, p < 0.001].

Etapa Il (ensayos concurrentes de aprendizaje apetitivo-gustativo; dias 1 a 5). Los
analisis post hoc de interaccion entre grupo X dias x sustancia mostraron diferencias
significativas en ambos grupos en la ingesta entre el sabor pareado (P) y el no pareado (NP) a
partir del dia 2 (en ambos grupos; Dia 2 p < 0,001; Dia 3 p <0,001; Dia4 p <0,001; Dia5p <
0,001). (Figura 3).

Etapa Il (prueba de discriminacion dias 6 y 7). El dia 6 (Test 1) el grupo
experimental o inactivo no muestra diferencias significativas en la ingesta entre el sabor P y
NP, lo que muestra que no es capaz de evocar/expresar el AApG adquirido previamente,
mientras que en el dia 7 (Test 2) sin administracion intracerebral alguna si se observan dichas
diferencias (p < 0,001).

INACTIVO

o

N O N B OO ®

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA4 DIAS

=@ EC+ EC-
Fig. 3A.



INACTIVO

10
5 i
ﬁ Z,LG 0.6
0 T
TEST 1 TEST 2
-5
mEC+ EC-

Fig. 3B.

Fig. 3. Ingesta de agua asociada a Glucosa o suero fisioldgico en el grupo experimental (inactivacién de CI) donde
presentar el agua con la sustancia seria el EC+ y la falta de la misma el EC-, al apetitivo sabor concurrente en los
dias de aprendizaje (Fig. 3A) y los test de discriminacion (Fig. 3B).

CONTROL
8
6
4
2 Q
O -
DIA1 DIA 2 DIA3 DIA 4 DIAS
—Q—FC+ EC-
Fig. 4A.
CONTROL
8 6,19 6,6
6
4
2 0,22 0,25
0 _ _
TEST 1 TEST 2
mEC+ ®EC-
Fig. 4B.

Fig. 4. Ingesta de agua asociada a Glucosa o suero fisiolégico en el grupo control (inactivacién de CI) donde
presentar el agua con la sustancia seria el EC+ y la falta de la misma el EC-, al apetitivo sabor concurrente en los
dias de aprendizaje (Fig. 4A) y los test de discriminacion (Fig. 4B).
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4. Discusion

El presente estudio muestra que la inactivacion de la Cl bloquea la evocacion de un
AApG adquirido previamente donde se asocié un sabor con las consecuencias apetitivas
viscerales inducidas por la administracion intragastrica de glucosa, como se observa en el dia 6
(Test 1) donde, tras la inactivacion de la Cl, no existe diferencias significativas entre los dos

sabores utilizados en este proceso discriminativo.

Estos datos estan en consonancia con articulos relacionados que indican que la Cl es de
gran importancia para la memoria gustativa ya que la exposicién ante un sabor nuevo y que este
desde ese momento se convierta en familiar y apetitivo depende de la Cl y, por tanto, la
inactivacion de la misma bloquearia el recuerdo de que hemos estado expuestos a ese sabor
anteriormente. Ademas, si la CI se inactiva antes de aprender que es un sabor apetitivo
igualmente bloquearia dicho aprendizaje, estos articulos utilizan el modelo apetitivo gustativo
y demuestran que con una sola exposicion a un estimulo nuevo sin refuerzo postingestivo es

suficiente para un aprendizaje apetitivo (Bermudez-Rattoni, 2014; Parkes., et al, 2014).

Acorde con esta idea, se ha visto la implicacion de la CI en el procesamiento de las
propiedades recompensantes tanto en estimulos naturales (comida, sexo, etc) como artificiales
(droga, estimulacion eléctrica, etc) (Cubero y Puerto, 2000). Para ello, Garcia y sus
colaboradores (2013) estudiaron el efecto reforzante de la estimulacién eléctrica en la Cl usando
como paradigma la preferencia del lugar, observando que la estimulacién eléctrica de la CI
puede actuar como un estimulo visceral sustitutivo para reforzar las pruebas de aprendizaje

gustativas y de preferencia del lugar (Garcia et al., 2013; Aguera et al., 2016).

Mas aln, cabe mencionar que hay articulos con humanos que demuestran que un dafio
o lesion de la Cl conlleva una alta probabilidad de dejar la adiccion a la nicotina al desaparecer

el deseo (craving) por la sustancia (Naqvi et al., 2007).

Asi mismo, hay estudios que hacen uso del paradigma sobre la preferencia hacia un
lugar asociado con la droga donde demuestran igualmente la implicacion de la Cl y su funcion

de memoria relacionada en la drogadiccion (Contreras et al., 2012).

Sin embargo, también hay otros articulos que lo han realizado con el modelo aversivo
gustativo donde estudian igualmente la implicacion de la Cl en la memoria gustativa y como
afectaria la lesion o bloqueo de la misma en la adquisicion de un nuevo aprendizaje o la

evocacion de un aprendizaje ya adquirido (Roman, et al., 2009). Segin Aglera y sus
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colaboradores (2016) hace uso del modelo aversivo gustativo para estudiar la implicacion de
los opiaceos en la adquisicién donde demuestran con el uso de la Naloxona como con los

opiaceos se puede bloguear igualmente la adquisicion de un nuevo aprendizaje.

Ademas, a pesar de los resultados obtenido tanto en este como otros estudios que
aseguran la implicacion de la Cl en el paradigma de la memoria del gusto hay articulos que
contradicen o cuestionan dicha implicacion y muestran que la lesion de la CI produce
deficiencias, pero no una interrupcién completa del aprendizaje y recuerdo gustativo, lo que
puede deberse a que en el experimento realizado hacen uso de un sabor con mayor
concentracion que el otro (Stehberg et al., 2011; Touzani y Sclafani, 2007). Aungue son pocos

los estudios que lo cuestionan, es sefial de que se necesita mas investigacion para resolverlo.

Por tanto, ya que la glucosa produce los mismos efectos de recompensa que la droga y
activa los mismos mecanismos innatos. Esto indicaria que un posible tratamiento eficaz podria
ser el que inactive la CI en personas con enfermedad de drogadiccion para asi bloquear el
recuerdo que conlleva estimulos asociados con la droga y con ello la aparicion del craving. Se
llega a dicha conclusion ya que, bloqueando la CI, se inhibiria la evocacion del recuerdo
asociado a la droga de igual manera que se hace con la asociacién del gusto-visceral y que

evitaria el craving y con este la recaida.
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