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RESUMEN

La memoria es un proceso que en las ultimas décadas se ha estudiado
ampliamente y suele clasificarse en dos grandes clases: Memoria de corto
plazo (MCP) y memoria de largo plazo (MLP). Asimismo, se ha establecido
que los procesos para tener una memoria se dividen en tres etapas:
adquisicion, consolidacion y evocacion. El condicionamiento de aversion al
sabor (CAS), es un modelo de aprendizaje y memoria de gran utilidad para
explicar los sustratos neurobioldgicos durante los procesos asociativos. Existen
varias estructuras que intervienen en la formacién de la memoria gustativa,
recientemente, varias evidencias han involucrado al nucleo accumbens (NAc),
una estructura que se relaciona con la adiccion a drogas, estimulos placenteros
0 aversivos, a algunas de las etapas de la formacion o evocacion de la
memoria gustativa. Particularmente, el NAc podria ejercer sus efectos mediante
la activacion de receptores a Dopamina (DA), que es un neurotransmisor
vinculado a funciones como la emotividad, conducta motora, afectividad y
comunicacién neuroendocrina. El objetivo de este trabajo fue determinar el
efecto de la administracion de dopamina en el NAc antes de la adquisicion y
antes de la evocacion del CAS, ademas de la administracion del antagonista a
los receptores dopaminérgicos D2, haloperodol (HAL), antes de la adquisicién
del CAS. Para lograrlo, se utilizaron ratas macho (Spreague-Dawley) canuladas
bilateralmente para inyectar DA o HAL en la region core del NAc. Los
resultados obtenidos mostraron que la activacibn de receptores
dopaminérgicos o el bloqueo de receptores D2 no intervienen en la adquisicién

0 evocacion de una memoria aversiva gustativa.
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Modelo de Atkinson y Shiffrin propuesto en 1968.
Esquema de clasificacién de la memoria.

Representacion del experimento de Pavlov.

Paradigma de CAS. Resultados de un grupo control (n=10)
y uno experimental. En el eje Y se muestra el consumo en
ml. En el eje X los dias del experimento. A las ratas se les
permitid acceso al agua (W) durante 15 min de en los dias
1, 2 y 4, sacarina al 0.1% (S) en los dias 3 y 5. 15 min
Después de la toma de sacarina en el dia 3 se inyect6
NaCl 0.15 M en el grupo C y LiCl 0.15 M en el grupo E. En
el grupo E al dia 5 se nota un decremento considerable en
el consumo de sacarina a diferencia del grupo C que
presentd un aumento en el consumo respecto al dia 3.

Vias gustativas en la rata. El VII par craneal (facial),
incluyendo la cuerda del timpano (CT) y el nervio petroso
(GSP); el IX par craneal o glosofaringeo (GSF), EI X par
craneal (nervio vago) laringeo superior, inerva la laringe
superior (LS). Abreviaturas: NTS.- Nacleo del tracto
superior, PBN.- Nucleo parabraquial, VPM.- Nucleo
ventromedial posteromedial del talamo; CGA.- Area
gustativa de la corteza insular. BNST.- Estria terminal; HL.-
Hipotalamo lateral; AM.- Amigdala ipsilateral. Proyecciones
ipsilaterales en negro y contralaterales en blanco.

Estructuras con las que el NAc comparte proyecciones.
Recibe proyecciones noradrenérgicas de loecus coeroleus
(LC) y del nucleo del tracto solitario (NTS) (Pennartz et al.,
1994), glutamatérgicas desde la amigdala basolateral (BLA)
y la corteza insular (Cl) (Zahm y Heimer, 1993) ademas del
Hipocampo (Pennartz et al.,, 1994), también recibe
proyecciones dopaminérgica del area tegmental ventral
(VTA) (Zahm y Heimer, 1993). Algunas proyecciones (
salen del NAc terminan en el hipotalamo lateral, (Zahm y
Heimer, 1993), debido al circuito NAc-NBM-Corteza se sabe
que el NAc tiene proyecciones GABAergicas hacia el NBM
(Sarter et al.,, 1999; Arnold et al., 2000), del NBM van
proyecciones colinérgicas a la BLA y CI (Bermidez-Rattoni,
2004). El nacleo parabraquial (NPB) modula la actividad del
NAc a través de conexiones al VTA.

Estructura  quimica de la dopamina. 3, 4-
dihydroxyphenethylamine.

Proyecciones principales del sistema Dopaminérgico en
cerebro de rata. Abreviaciones: A8, area retrorubal; A9,
substancia nigra; A10, VTA; Al11, hipotalamo posterior; A12,
nacleo arqueado del hipotdlamo; Al3, zona incerta; Al4,
nacleo paraventricular del hipotdlamo; ds, diencéfalo-
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espinal; mc, area mesocorticar; ml, area mesolimbica; ms,
area mesoestriatal; NAc, nulcleo accumbens; ns, nigro-
estriatal; OT, bulbo olfatorio; ts, area tuberoinfundibular.

Sintesis de dopamina. La hidroxilacion del aminoacido L-
Tirosina es llevada a cabo por la enzima Tirosina
Hidroxilasa (TH), mediante el cofactor tetrahidrobipterina
adiciona un grupo hidroxilo para formar L-DOPA, precursor
directo de la DA.

Degradacion de dopamina. La dopamina puede ser
degradada por dos vias, una por la actividad de la
monoamina oxidasa (MAO) que tiene como resultado acido
dihidrixifenilacetico (DOPAC), catecol-O-metiltransferasa
(COMT) actia sobre DOPAC para obtener acido
homovanilico (HVA). Otra via es por la activacion de COMT,
su interaccién con la DA se deriva en 3-metoxytryptamina
(3-MT) que al interaccionar con MAO se obtiene HVA.

Recaptura de dopamina. La cocaina aumenta los niveles de
DA, bloquea la recaptura. Las anfetaminas incrementan la
liberacién y sintesis de la DA. La entrada de DA depende
de la presencia de Na+ y CI.

Estructura de receptores a dopamina. Cuentan con 7
dominios transmembranales, 3 asas citoplasmaticas, iy, i,
i3; y asas extracelulares, e;, e,, €3; cuentan con un extremo
amino terminal, NH,; y un extremo carboxilo terminal,
COOH.

Caracteristicas estructurales de los receptores
dopaminérgicos. Abreviaturas: a.a., aminoacidos; Gas,
proteina G estimuladora; Gai, proteina G inhibidora; Gao,
proteina G tipo O; kb, kilobases; PKA, cinasa A de proteina;
Kj, constante de inhibicién.

Caracteristicas  farmacolégicas de los receptores
dopaminérgicos. Abreviaturas: a.a., aminoacidos; Gas,
proteina G estimuladora; Gai, proteina G inhibidora; Gao,
proteina G tipo O; kb, kilobases; PKA, cinasa A de proteina;
Kj, constante de inhibicién.

Transduccién de sefiales de los receptores dopaminérgicos
de las familias D1 y D2. Abreviaturas: 1 y D2 de receptores
dopaminérgicos. Abreviaturas: AC, adenilil ciclasa; AMPc,
monofosfato ciclico de adenosina; ATP, trifosfato de
adenosina; ADP, difosfato de adenosina; DAG,
diacilglicerol; 1P3, 1,4,5-trifosfato de inositol; PIP2, 4,5-
difosfato de fosfatidilinositol; PKA, cinasa de proteina
activada por AMPc; P, fosforilacién; PKC, cinasa C de
proteina. PLC, fosfolipasa C.

Ubicacion aproximada de los tornillos, las céanulas se
colocan de manera precisa mediante coordenadas sobre el
NAc.

Ubicacién de las canulas de 12 mm, las puntas mas
delgadas muestran los inyectores que bajan 2 mm mas
hasta el NAc en cortes coronales.
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Procedimiento durante el CAS. Se muestran los tiempos en
gue se presentan los estimulos, cabe sefialar que la
inyeccion del farmaco es en el dia de adquisicion.

Procedimiento durante el CAS. Se muestran los tiempos en
que se presenta los estimulos, cabe sefalar que la
inyeccién del farmaco es en el dia de prueba.

A. Ubicacién de los inyectores en el nlicleo accumbens en
un corte coronal de 50 um en cerebro de rata indicados por
un circulo rojo. B. Los contornos de color rojo muestran la
ubicacion del nicleo accumbens core, shell y medial en el
atlas de Paxinos, AP 1.20 mm a partir de bregma en un
corte coronal.

Administracion de dopamina 20 min antes de la adquisicion
del CAS. En el eje de las abscisas se encuentran los
diferentes dias en que se presentaron las soluciones en
probetas graduadas. En el eje de las ordenadas se
muestran en ml los consumos de los animales. Las barras
azules muestras la media de los consumos del grupo
control infundidos con solucién salina, las barras rojas
muestran la media de los consumos del grupo tratado con
dopamina. LBT, Linea basal total; ADQ, Adquisicién; PBA,
Prueba; EXT1, EXT2, EXT3, Dias de extincion.

Administracién de dopamina acidificada 20 min antes de la
adquisicion del CAS. En el eje de las abscisas se
encuentran los diferentes dias en que se presentaron las
soluciones en probetas graduadas. En el eje de las
ordenadas se muestran en ml los consumos de los
animales. Las barras azules muestras la media de los
consumos del grupo control infundidos con solucion salina,
las barras rojas muestran la media de los consumos del
grupo tratado con dopamina acidificada. LBT, Linea basal
total; ADQ, Adquisicion; PBA, Prueba; EXT1, EXT2, EXTS3,
Dias de extincion.

Administracién de dopamina 20 min antes de la prueba del
CAS. En el gje de las abscisas se encuentran los diferentes
dias en que se presentaron las soluciones en probetas
graduadas. En el eje de las ordenadas se muestran en ml
los consumos de los animales. Las barras azules muestras
la media de los consumos del grupo control infundidos con
solucién salina, las barras rojas muestran la media de los
consumos del grupo tratado con dopamina. LBT, Linea
basal total; ADQ, Adquisicién; PBA, Prueba; EXT1, EXT2,
EXT3, Dias de extincion.

Administracion de haloperidol 20 min antes de la
adquisiciéon del CAS. En el eje de las abscisas se
encuentran los diferentes dias en que se presentaron las
soluciones en probetas graduadas. En el eje de las
ordenadas se muestran en ml los consumos de los
animales. Las barras azules muestras la media de los
consumos del grupo control infundidos con solucion salina,
las barras rojas muestran la media de los consumos del
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grupo tratado con dopamina. LBT, Linea basal total; ADQ,
Adquisicion; PBA, Prueba; EXT1, EXT2, EXT3, Dias de
extincion.

Administracion de haloperidol 20 min antes de la
adquisicion del CAS con dosis mayor (5ug/ul). En el eje de
las abscisas se encuentran los diferentes dias en que se
presentaron las soluciones en probetas graduadas. En el
eje de las ordenadas se muestran en ml los consumos de
los animales. Las barras azules muestras la media de los
consumos del grupo control infundidos con solucion salina,
las barras rojas muestran la media de los consumos del
grupo tratado con dopamina. LBT, Linea basal total; ADQ,
Adquisicion; PBA, Prueba; EXT1, EXT2, EXT3, Dias de
extincion.
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1. INTRODUCCION

Aprender sobre las experiencias que pueden llevarnos a consecuencias
graves es de gran importancia para un organismo. La formacion de la memoria
es parte fundamental de este proceso y se le considera una propiedad del
sistema nervioso. La memoria ha sido definida por varios autores como la
capacidad de adquirir informacién, retenerla y evocar o aplicar el conocimiento
adquirido acumulando informacién a través del tiempo. Una definicibn mas
neurobioldgica indica que la memoria es la representacion interna/cerebral de

las experiencias.

El estudio de la memoria no es tarea facil, desde la época de Aristoteles,
donde se consideraba a la memoria como parte del corazén, hasta la época de
Descartes que le otorgo la jerarquia de actividad del cerebro, se han generado
un gran numero de teorias y definiciones. Si bien, el primer enfoque mas
experimental, fue dado por Herman Ebbinghaus, al aplicar un método simple
pero eficiente para medir la capacidad de recordar y cuantificar el tiempo que
podia permanecer la informacién en el cerebro, asi como que tan rapido se
genera el olvido. Fue asi como otros investigadores continuaron con variados
experimentos e iniciaron la clasificacién de la memoria. Por ejemplo, William
James clasific6 la memoria como primaria y secundaria, en base a estudios
como los de Ebbinghaus. Posteriormente, con ayuda particularmente del caso
H.M. (ver pagina 5) se han desarrollado modelos de la memoria como el de
Atkinson y Shiffrin, donde se clasifica a la memoria de acuerdo a su
temporalidad en memoria de corto plazo y memoria de largo plazo. La memoria
de largo plazo, a su vez se ha dividido en declarativa y no declarativa; dentro
de la no declarativa se encuentra la memoria de condicionamiento o asociativa,
ésta tiene relacion entre estimulos y respuestas. Ivan Pavlov hizo un
experimento intimamente relacionado entre estimulo y respuesta, provocando
la salivacion en perros mediante la presencia de alimento y manipulando o
relacionando la presencia de comida, con el sonido de una campana. Cuando
el perro saliva al escuchar el sonido quiere decir que el animal esta

condicionado a que recibira comida después del sonido.



Para lograr una memoria se requieren de tres etapas: adquisicion,
consolidacion y evocacidén, todas estas etapas tienen como sustrato
neurobiologico al sistema nervioso. Los primeros estudios hechos por Karl
Lashley (1950), trataron de demostrar las estructuras cerebrales donde podria
almacenarse la memoria. Sin embargo, actualmente, existen una gran cantidad
de modelos para estudiar particularmente la participacion de variadas regiones
cerebrales. Tal es el caso del condicionamiento de aversion al sabor (CAS)
para el estudio de aprendizajes asociativos donde los animales aprenden a
distinguir y asociar un estimulo neutral condicionado con un estimulo aversivo
incondicionado, el estimulo neutro mas utilizado es la sacarina, Garcia y
Koeling (1966) han demostrado que los organismos experimentales asocian
facilmente estimulos gustativos, otros autores como Yamamoto y Sawa (2000)
han demostrado que la sacarina al igual que la sacarosa, quinina y el agua
producen una alteracién en estructuras que reciben informacion gustativa tanto
visceral. A través de estudios con este modelo se ha observado que el cerebro
anterior basal (CAB) es indispensable para llevar a cabo tareas donde
interviene la memoria, entre estas estructuras se encuentra el nucleo
accumbens (NAc) estructura que modula el nucleo basal magnocelular o NBM
que a su vez proyecta a la corteza insular (Cl). El NAc es una estructura
relacionada con la motivacion, recompensa, estimulos novedosos, estrés,
recompensa y adiccion a drogas, la administracion de narcéticos en esta
estructura provoca cambios en la morfologia de las espinas dendriticas del
NAc, cambios que afectan significativamente a procesos de la memoria
(Robinson y Kolb, 1997; Robinson et al., 2001). Estudios han revelado que en
el aprendizaje el NAc participa en la etapa de consolidacion, pero no en el

proceso de evocacion en la tarea del CAS.

Se ha comprobado que el bloqueo de receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) de glutamato en el NAc interfiere en la tarea de adquisicion. EI NAc
cuenta con receptores dopaminérgicos, divididos en dos familias que a su vez
se dividen en subtipos: D1: D1 y D5; D2: D2, D3 y D4 distribuidos por todo el

NAc en distintas densidades y con diferentes funciones cada uno.



Conocer como estan participando los distintos tipos de receptores a DA
en el NAc, contribuira al conocimiento de la formacién de una memoria

aversiva.

2. ANTECEDENTES

2.1 Aprendizaje

El aprendizaje es vital para que cualquier organismo pueda sobrevivir,
debido a que implica un cambio en la conducta, en base a experiencias
previas. De tal forma, se necesita adquirir informacion del exterior, procesarla y
poder ocasionar un cambio en la funcidén de las estructuras cerebrales. Por lo
tanto, el aprendizaje involucra los procesos necesarios para lograr la retencion
de informacion en forma de memoria. En el aprendizaje se adquieren o
modifican habilidades de acuerdo a la experiencia. La retencion de la
informacion se logra a través de representaciones internas/fisicas en diversas

areas del cerebro (Varela y Avila et al., 2005; Téllez-Olvera et al., 2002).

2.2 ¢Qué es lamemoria?

La memoria es una de muchas funciones del sistema nervioso; a
través de ésta se puede adquirir informacion, retenerla y recordar o “evocar”
experiencias del pasado. A diferencia del aprendizaje, la memoria consta de
procesos neuroldgicos en los que tradicionalmente se han dividido (adquisicion,
consolidacion y evocacion) y constituye un gran almacén dindmico y cambiante
de datos que pueden o0 no ser conservados; donde se ven involucrados
procesos cognitivos tal como pensar, juzgar, resolver problemas, etc. (Varela y
Avila et al., 2005; Téllez-Olvera et al., 2002). La memoria es la retencion de
informacion a través del tiempo modificAndose dependiendo de la experiencia
en representaciones internas codificadas en engramas neuronales (Dudai,
1989).

Tulving (1985) dice que “la memoria es la capacidad que permite a los
organismos beneficiarse de su experiencia” ademas de ser la habilidad que
tienen los organismos vivos para retener y utilizar la informacion o el

conocimiento adquirido (Tulving, 1996). La mayoria del tiempo esta habilidad
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pasa inadvertida, pero como bien dice David Hume somos “una coleccién de
muchas sensaciones que se suceden unas con otras en un flujo continuo”
(Bermudez-Rattoni y Prado-Alcala, 2001).

El estudio de la memoria se remonta a principios del siglo IV a.C, donde
Aristételes consideraba que la memoria “residia en el corazon”. Descartes
relacion6 la memoria con la “actividad del cerebro” (Dudai, 1991), pero no fue
hasta finales del siglo XIX que los procesos de la memoria dejaron el enfoque
filosofico exclusivo y pasaron a ser tema de la ciencia experimental cuando en
1885, el psicélogo Herman Ebbinghaus publico su trabajo “Uber das
Gedachtnis”, sobre el primer andlisis cuantitativo y de comprobacion para el

estudio de la memoria (Bermudez-Rattoni y Prado-Alcala, 2001).

El andlisis de Ebbinghaus era simple, consistia en un sistema de mas de
dos silabas sin sentido, una vocal en medio de dos consonantes que usaba
como material para memorizar, esto garantizaba que la informacion era nueva
y que no se pudiera establecer una relacion entre la palabra con alguna
experiencia previa. Aplicando el experimento en si mismo memorizaba series
de silabas cambiando la extensién de la lista asi como la cantidad de repasos,
finalmente evaluaba cuanta informacion era capaz de almacenar. Los
resultados de Ebbinghaus indicaban que la memoria se establecia
gradualmente, que existia un nimero maximo de silabas que se podian
recordar y que era mas facil recordar una lista antes aprendida que una
totalmente nueva, a este suceso se le denomind “ahorro”, y finalmente que

existe un olvido (Bermudez-Rattoni y Prado-Alcal4, 2001).

Estos resultados motivaron a William James para darle nombre a la
primera clasificacion de la memoria, James hizo dos categorias: la de memoria
primaria (actualmente corto plazo) que se ha adquirido en un tiempo “presente”,
sirve mientras las utilizamos, y la memoria secundaria (actualmente de largo
plazo), donde podemos no tener conciencia de la informacion, pero si

recuperarla a voluntad propia (Bermudez-Rattoni y Prado-Alcala, 2001).



A pesar de la propuesta tan acertada de William James, fue hasta 60
afos después, que pudo comprobarse experimentalmente. Gracias al caso H.M
en el afio de 1957, un adolecente que desde los 10 afios sufria de crisis
convulsivas leves y con el tiempo se fueron intensificando, en estos episodios
de 40 segundos en los casos minimos cruzaba los brazos y las piernas, abria 'y
se mordia la boca y cerraba los ojos, sufria incontinencia urinaria y al termino
tenia somnolencia prolongada, las crisis mas intensas ocurrian sin previo aviso
o sefial alguna, no podia responder pero afirmaba que podia escuchar un poco
durante el suceso. A pesar de los tratamientos su estado empeoraba con el
tiempo, los electroencefalogramas resultaban negativos a un dafio en
especifico aunque se encontraron otras anomalias en su cerebro, en
septiembre de 1953 le retiraron bilateralmente el I6bulo temporal medial
(encargado del reconocimiento de caras, funciones auditivas, emociones como
ira y ansiedad). La principal consecuencia de la operacion fue la pérdida de la
memoria, no reconocia haber hablado con el Dr. Karl Pribram y ubicaba la
fecha como marzo del 1953 cuando era el afilo de 1955, hacia referencia
constantemente a su nifiez y no parecia saber que lo habian operado, no podia
recordad pequefias historias, dibujos ni tareas antes asignadas, sin embargo su
coeficiente intelectual aumentd considerablemente asi como su habilidad para
las matematicas. Se le diagnostic6 una amnesia retrograda, podia recordar lo
sucedido antes de la operacién pero era incapaz de formar nuevas memorias
(Scoville y Milner 2000).

En la misma década iniciaron investigaciones para estudiar las
estructuras de la memoria, utilizando los modelos conocidos como modelo
modal o multialmacén, estos modelos se basan en un estimulo que es
registrado para asi transferirse a un almacén de memoria (Varela y Avila et al.,
2005). Sin embargo, el modelo actual, por haber demostrado mayor
importancia y relaciéon con la memoria a corto y largo plazos es el de Atkinson

y Shiffrin propuesto en 1968 (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de Atkinson y Shiffrin propuesto en 1968 (modificado de Bermudez-Rattoni y
Prado-Alcala, 2001).

Otro modelo alternativo, propuesto en la década de 1970, es el de Craik
y Lockhart, el cual sugiere que es mejor centrarse en las modalidades de
procesamiento en lugar del estudio hipotético de las estructuras de la memoria
(Varela y Avila et al., 2005).

2.3 Clasificacién de la memoria.

La memoria tiene tres componentes: memoria sensorial, memoria a corto
plazo (MCP) y memoria a largo plazo (MLP); estas divisiones son de acuerdo a

la temporalidad segun Atkinson y Shiffrin en 1968 (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de clasificacion de la memoria (Bermudez-Rattoni y Prado-Alcala, 2001;
Téllez-Olvera et al., 2002: Etchepareborda, 2005).

2.4 Memoria de corto plazo

Esta memoria puede dividirse en dos partes, 1) memoria sensorial o

ultracorta y 2) memoria de corto plazo:

2.4.1 Memoria sensorial

Tiene una duracién de milisegundos, esta involucrada en el proceso de
registro y organizacién de la informacion que se percibe. Existen dos tipos de
memoria sensorial: memoria sensorial iconica, es ultracorta y de tipo visual, se
refiere al tiempo que tarda en convertir un estimulo visual en impulsos
nerviosos y llegar al cerebro. La memoria sensorial ecoica es de origen auditivo
y tiene una duracion de una decima de segundo (Varela y Avila et al., 2005;
Téllez-Olvera et al., 2002).



2.4.2 Memoria a corto plazo

Una vez llegado el estimulo a la memoria sensorial, de aqui pasa a la
memoria de corto plazo, es definida como una capacidad limitada en donde la
informacion se mantiene y es almacenada temporalmente por la atencion y el
ensayo, dura de 20 a 30 seg si no se practica se disipa y se pierde finalmente,
a menos que exista un repaso o0 ensayo. Segun George Miller en la MCP solo
es posible retener de 5 a 9 unidades de nueva informacion (7 +/- 2), por
ejemplo, de una lista de 15 palabras solo se podran recordar de 5 a 9 y en
promedio 7 (Varela y Avila et al., 2005; Téllez-Olvera et al., 2002).

Sin embargo existe un efecto de posicién serial, quiere decir que la
posicibn en que aparezca una palabra en una lista ejerce influencia en la
probabilidad de ser recordado inmediatamente por lo que es normal que al
recordar una lista hay un mejor recuerdo de las palabras del principio y del final
sobre las que aparecen en medio, a estos efectos se les llama principio de lista
o primicia y efecto de fin de lista o resencia (Drake y Harri et al., 2003). Gracias
a investigaciones de Braddeley en 1996 se ha concluido que MCP y MLP son

sistemas némicos completamente diferentes (Téllez-Olvera et al., 2002).

2.4.3 Memoria de Trabajo (MT)

Forma parte de la MCP como principal proceso némico, se describe
como el almacenamiento y procesamiento temporal de procesos sensoriales,
para después ser codificada, almacenada y evocada y llevar a cabo tareas
cognoscitivas como la comprension, el aprendizaje y el razonamiento, esta
memoria es limitada y susceptible de interferencias, lo que le da gran
flexibilidad y la posibilidad de entrada de nuevos estimulos, ademas de
comparar y relacionar la informacion entre si. La MT esta formada por tres
componentes: Bucle articulatorio, agenda visoespacial, y ejecutivo central.
(Braddeley, 1983; Richardson, 1996; Etchepareborda, 2005).



2.5 Memoria de largo plazo

La memoria a largo plazo es aquella que almacena el conocimiento en
forma verbal y visual, es todo lo que sabemos o hemos aprendido (Tulving,
1972; Calfee, 1977). Las relaciones entre estimulos condicionados, entre
claves y comportamientos operantes se almacenan en la MLP, sus estructuras
asociativas son redes proporcionales interconectadas que contienen unidades

de informacién (Anderson, 1986).

La MLP se ha clasificado en dos tipos: La declarativa (explicita) y de
procedimiento (no declarativa y/o implicita) (Schacter, 1996; Squire y Knowlton,
1996). La memoria declarativa se refiere a la adquisicion, almacenamiento y
evocacion de la informacion en un estado de conciencia (se asocia al lenguaje
y responde al qué, cédmo, cuando y dénde), la memoria de procedimiento se
refiere al aprendizaje y conservacion de habilidades como montar en bicicleta,
lavarse los dientes de manera inconsciente y automatica (Téllez-Olvera et al.,
2002).

2.5.1 Memoria declarativa

Esta memoria es la que nos da identidad, una historia personal y
conocimiento de lo que nos rodea, esta relacionada directamente con el
lenguaje, es flexible y se puede aplicar en contextos nuevos (Schacter, 1996;
Fernandez y Lopez, 1998). Sin embargo la memoria declarativa puede ser
reforzada por un contenido emocional asociado (McGaugh, 2000). Se ha
dividido en memoria semantica y memoria episodica, la primera permite una
construccion de modelos mentales del mundo, la segunda consiste en adquirir
y retener informacion acerca de sucesos personalmente experimentados con
relacion al tiempo o como dice Tulving (1985) “es la habilidad de viajar hacia

atras en el tiempo” y tener autoconocimiento (Téllez-Olvera et al., 2002).

2.5.2 Memoria de procedimiento



Se describe como los resultados no consientes de la experiencia
previa en emociones y/o conductas, sucede sin un recuerdo intencional o
consiente a diferencia de la memoria declarativa (Schacter, 1996), asi mismo
no requiere de uso de palabras y permite una asociacion entre estimulo y
respuesta de forma adaptativa (Tulving, 1985; Fernandez y Lopez, 1998). Larry
Squire divide a la memoria de procedimiento o no declarativa en: Habilidades,
“priming”, no asociativa (habituacion) y asociativa (condicionamiento clasico).
Las habilidades o habitos se refieren a aprender una secuencia ordenada de
conductas con un fin determinado, el priming implica la rapidez con que se
puede nombrar o identificar un estimulo que se ha percibido antes. Otra
division incluye a la memoria no asociativa o de habituacion, que describe
cuando se presenta un estimulo nuevo, habra una respuesta conductual
significativa; posteriormente si se presenta de forma repetida habra una
reduccion gradual de la respuesta conductual (revisar el primer paradigma de
condicionamiento, Pavlov, 1906).

Para este trabajo de tesis, fue fundamental definir e integrar los
antecedentes del condicionamiento clasico, que se encargan de establecer una
relacion entre estimulos y/o las respuestas, y son parte de los mecanismos de
asociacion que se presentan durante el CAS. El aprendizaje asociativo fue
descrito por primera vez por lvan Petrovich Pavlov (1906). Sus experimentos
consistieron en presentar un estimulo incondicionado (El) obteniendo una
respuesta incondicionada (RI); ademas agrega un estimulo auditivo o visual
que es un estimulo condicionado (EC) (Pavlov, 1927). Paviov media
meticulosamente la salivacion de un perro desde las glandulas después de
presentar alimento como El lo que provocaba la produccion de saliva, una RI;
Pavlov agrego6 el sonido de una campana después del alimento, al sonido de la
campana se le llamoé EC, posteriormente solo presentaba el sonido sin comida
y la respuesta de salivar se producia solo escuchar el sonido de la campana, a
esta respuesta se llamé respuesta condicionada (RC) (Figura 3), este proceso

es considerado como condicionamiento clasico (Pavlov, 1906).
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1. Ankes del condicionamiento 2, Antes del condicionamiento
—
— respuesta
== respuesta
Comida Salivacion Diapason Mo hay salivacian
Estimiilo Respuesta Estimulo Respuesta
incondicionado incondicionada neutral no condicionada
3. Durante el condicionamiento 4, Después del condicionamiento
Iﬂl +* @ respuesta { respussta A
Dizpason  Comida Salivacan Diapason Salrvacion
Respuesta Estimulo Respuesta
incondicionada condicionado condicionada

Figura 3. Representacion del experimento de condicionamiento clasico de Pavlov.

2.6 Procesos de la memoria

Para formar y expresar una memoria son necesarias tres etapas

fundamentales: la adquisicion, la codificacion y/o consolidacion y la evocacion.

2.6.1 Adquisicion

Es la fase inicial de la formacién de una memoria, es un proceso por el
cual nueva informacién se convierte en un engrama o representacion fisica de
la memoria en el cerebro (Dudai, 2002). La adquisiciébn estd compuesta por
subprocesos, “codificacion” que refiere convertir un mensaje a un lenguaje o
codigo neural (Churchland y Sejnowski, 1992). La adquisicion implica una fase
temporal o un proceso que tiene parte en una temporalidad (Stillings et al.,
1987; Tulving, 1983). EIl tiempo que la adquisicién requiere depende del
paradigma o protocolo, se puede adquirir en un instante o en una sola prueba
como en los condicionamientos aversivos, incrementar la adquisicion se refiere
en situaciones a la acumulacién de informacibn mediante multiples
experiencias para construir una memoria (Pavlov, 1927; Skinner, 1938, Hebb,
1949; Dudai, 1989).
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2.6.2 Consolidacién

Es la siguiente fase después de la adquisicidén, si es que se llega a
formar una memoria de largo plazo (Dudai, 2002), las memorias a largo plazo
requieren tiempo para estabilizarse y son vulnerables a la interferencia por
estimulos, lesiones o drogas (Muller y Pilzecker, 1900; McGaugh, 1966, 2000;
Dudai y Morris, 2000). Después del aprendizaje, la consolidacion no se
completa necesariamente en un corto tiempo, en algunos casos puede

continuar por semanas, meses o toda la vida (Dudai, 2002)

2.6.3 Evocacidén o recuperacion

Evocar es la actualizacion de la informacion aprendida, el acceso,
seleccién, reactivacion o reconstruccion de lo que se ha adquirido y
consolidado de representaciones internas, se puede definir también como el
estado que requiere el cerebro para intentar o lograr la recuperacién de la
informacion (Dudai, 2002).

2.7 Modelo de estudio: condicionamiento de aversion al sabor

En los organismos aprender de consecuencias drasticas es
fundamental para enfrentar cambios que alteren su equilibrio entre el ambiente
exterior y las condiciones de su ambiente interior, es importante mencionar que
la adaptacion de los organismos no surge como respuesta inmediata a su
entorno, por lo tanto el término adaptacion conlleva mas alla de que el
organismo relacione un malestar gastrico con un alimento anteriormente
ingerido. El consumo de alimentos dafinos puede afectar gravemente a un
organismo, es por eso que los organismos han adoptado estrategias que le
ayudan a aprender a relacionar los procesos de digestion en relacion con las
necesidades del cuerpo, los substratos disponibles en los alimentos en
proporcion con la demanda energética. A través de la evolucion se han visto
afectadas las conductas alimenticias de los organismos, lo que ha tenido como

resultado una modificacion en la anatomia y fisiologia como mecanismos
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vitales, incluyendo procesos neurales y hormonales que sustentan el
aprendizaje y la memoria, procesos indispensables para satisfacer las
necesidades fisiologicas (Bures et al., 1998). La integracion de estos procesos
dentro de un sistema neurobiologico responsable del aprendizaje y la memoria
ha sido propuestos por Stellar (1954) y elaborado por LeMagnen (1985) y
Toates (1986).

Dentro de este sistema neurobiolégico de la memoria se ha generado un
vinculo entre fibras viscerales aferentes y estimulos externos (gusto, vista,
olfato). Asi un organismo estd mas o menos preparado para asociar un
determinado estimulo con sus consecuencias, y tener como resultado una

respuesta positiva o negativa (Seligman, 1970).

Se han desarrollado métodos para la investigacion de la memoria. Por
ejemplo, el modelo de condicionamiento de aversién al sabor (CAS), descrito
por primera vez por John Garcia y colaboradores (1955), ellos sometieron seis
grupos de ratas donde a tres se les permiti6 consumir agua mientras se les
exponia a radiacion gamma en tres distintas intensidades (0,30 y 57 —r), y a
los otros tres se les permiti6 consumir una solucion de sacarina durante la
exposicion de radiacion (0,30 y57-r), después de esto a los seis grupos se les
presentaron dos botellas, una con agua y otra con sacarina, los resultados que
obtuvieron fueron que los tres primeros grupos prefirieron consumir la solucién
de sacarina mientras que los otros tres grupos mostraron un retroceso un el
consumo de la sacarina de acuerdo a la intensidad de la radiacién aplicada , a
partor de este experimento el CAS ha surgido como un método sencillo y
robusto para estudiar los procesos necesarios durante la formacién de la
memoria. EI CAS es un ejemplo de aprendizaje “adaptativo” (que tiene
componentes de un condicionamiento asociativo clasico) donde los animales
adquieren aversion a un sabor novedoso (EC) seguido de un malestar gastrico
(El) (Bures, 1998). La temporalidad entre estos dos estimulos (EC-EI) ha sido
tema de discusion, Bermudez-Rattoni et al., 1989 han demostrado que el
retraso entre dichos estimulos puede ser de hasta 8 horas. Y esta bien

predeterminado que se puede formar un CAS segundos después de la
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presentacion del EC, debido a que la sola presencia del estimulo (EC) induce la

formacién de una memoria gustativa a corto plazo (Bures et al., 1998)

El CAS es un modelo utilizado de manera amplia ya que presenta varias

ventajas sobre otros paradigmas:

e El amplio conocimiento de las estructuras involucradas en este tipo de
aprendizaje.

e Se puede manipular las etapas del aprendizaje y la memoria:
adquisicién, consolidacién y evocacion.

e Presenta una rapida adquisicion, de un solo ensayo, que permite la

correlacion entre eventos moleculares y celulares del aprendizaje.

Para facilitar la mediciébn cuantitativa de la ingesta del sabor,
generalmente éste se presenta en forma de solucion liquida, el CAS consiste
en privar a las ratas de agua durante 23-72 hrs, ofreciendo agua solo por 15
min al final de este periodo. Una vez condicionados lo animales a este proceso
por varios dias, se les ofrece el sabor novedoso en lugar del agua, la cantidad
que consuman dependera de su motivacién y de lo agradable del sabor.
Cuando se usa un estimulo gustativo moderadamente desagradable se reduce
la ingesta del liquido, el miedo a un sabor novedoso o comida novedosa se
denomina neofobia (Domjan y Gillan, 1977; Sweatt, 2003). Si el mismo sabor
se ofrece al siguiente dia bajo las mismas condiciones, es posible que el
consumo sea mayor, lo que se conoce como atenuacion a la neofobia, esto es
asi porque hasta este punto después del consumo del sabor novedoso no hay

una consecuencia gastrica aversiva.

En el CAS se presenta el sabor novedoso (EC, sacarina en algunos
casos) y posteriormente se induce un malestar gastrico, (El, en los casos mas
comunes se aplica cloruro de litio (LiCl) intraperitoneal) que producira sintomas
de envenenamiento. En los primeros minutos, los animales presentan flacidez y
estiramiento semi-ritmico en el area estomacal, con movimientos peristélticos,

en algunos casos muestran diarrea y se reduce su respuesta a estimulos
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externos, estos efectos terminan después de 1-2 hrs y desaparecen de 5-10
hrs (Bures et al., 1998).

Al presentar nuevamente el EC o el sabor se revela un decremento
significativo en el consumo de este mismo, a diferencia de la primera
presentacion, lo que significa que el animal aprendid, esta diferencia puede
compararse estadisticamente (figura 4) (Bures et al., 1998; Bermudez-Rattoni,
2004). Este modelo refleja la intensidad de la aversion asociada a través de un
aprendizaje, por lo que es un método ampliamente confiable y replicable (Bures
et al., 1998).

El intervalo inter-estimulos que se da entre el sabor novedoso y el
malestar gastrico puede ser provocado incluso si el retardo es muy grande
entre dichos estimulos (EC-EI) (Schafe et al. 1995). La separacion de estos dos
estimulos permite conocer los mecanismos de adquisicion utilizados en la
asociacion de estimulos. Se ha demostrado que durante el lapso donde se
asocian al sabor novedoso y el malestar gastrico se llevan a cabo eventos

celulares y bioquimicos para la formacion de la MLP (Bures et al., 1998).
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Figura 4. Paradigma de CAS. Resultados de un grupo control (n=10) y uno experimental. En el
eje Y se muestra el consumo en ml. En el eje X los dias del experimento. A las ratas se les
permitié acceso al agua (W) durante 15 min de en los dias 1, 2 y 4, sacarina al 0.1% (S) en los
dias 3 y 5. 15 min Después de la toma de sacarina en el dia 3 se inyect6 NaCl 0.15 M en el
grupo C y LIiCl 0.15 M en el grupo E. En el grupo E al dia 5 se nota un decremento
considerable en el consumo de sacarina a diferencia del grupo C que presenté un aumento en
el consumo respecto al dia 3.Paradigma de CAS. Resultados de un grupo control (n=10) y uno
experimental. En el eje Y se muestra el consumo en ml. En el eje X los dias del experimento. A
las ratas se les permitié acceso al agua (W) durante 15 min de en los dias 1, 2 y 4, sacarina al
0.1% (S) en los dias 3 y 5. 15 min Después de la toma de sacarina en el dia 3 se inyecté NaCl
0.15Men el grupo C y LiCl 0.15 M en el grupo E. En el grupo E al dia 5 se nota un decremento
considerable en el consumo de sacarina a diferencia del grupo C que presentd un aumento en
el consumo respecto al dia 3. (Extraido de Bures et al., 1998).

2.7.1 Extincién

La extincion es un declive en la frecuencia o intensidad de un
comportamiento condicionado seguido del retiro del reforzador. En el
condicionamiento clasico, Pavlov lo llamé extincion experimental, cuando con el
tiempo la salivacidon del perro disminuia si no habia una recompensa
consecuente al sonido (Dudai, 2000; Pavlov, 1927). La extincion es
manifestada por la desaparicion de la respuesta aversiva, segun Grote y Brown
(1973) los procesos de extincion son mas rapidos cuando las ratas son

severamente privadas de agua.
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2.8 Neuroanatomia y fisiologia del CAS

La codificacion del sabor comienza con la transduccion quimica que
viene de la boca y la lengua; posteriormente llega a través del nervio facial (par
craneal VII), el nervio glosofaringeo (par craneal 1X) y de la laringe y faringe a
través del nervio vago (par craneal X), a la parte rostral del nucleo del tracto
solitario (NTS), el primer relevo central ubicado en del tallo cerebral. La
informacion de la irritacion gastrica es transmitida por el nervio vago (X) hacia
el NTS, donde las neuronas proyectan ipsilateralmente al ndcleo parabraquial
posteromedial (PBN), que se activa por la estimulacion visceral y gustativa
(Bermudez-Rattoni y Yamamoto, 1998). También las fibras alcanzan al nucleo
parabraquial dorsolateral (PBMd) en el mesencéfalo, esta estructura envia
proyecciones al hipocampo lateral, el nucleo del lecho de la estria terminal y la
amigdala, asi como a la parte parvocelular del nacleo ventral posteromedial del
talamo (VPM); para finalmente, transmitir la informacion hacia el area gustativa
de la corteza insular (Cl) (Figura 5) (Bures et al., 1998; Bermudez-Rattoni,
2004).

Otras estructuras también involucradas en la memoria gustativa, pero
que han sido menos estudiadas, son el hipotalamo (Touzani y Sclafani, 2002),
la corteza prefrontal (Hernadi et al. 2000) y la corteza perirrinal (Sewards y
Sweards, 2001).
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Figura 5.- Vias gustativas en la rata. El VII par craneal (facial), incluyendo la cuerda del
timpano (CT) y el nervio petroso (GSP); el IX par craneal o glosofaringeo (GSF), EI X par
craneal (nervio vago) laringeo superior, inerva la laringe superior (LS). Abreviaturas: NTS.-
Nucleo del tracto superior, PBN.- Nucleo parabraquial, VPM.- Nuacleo ventromedial
posteromedial del tdlamo; CGA.- Area gustativa de la corteza insular. BNST.- Estria terminal;
HL.- Hipotalamo lateral; AM.- Amigdala ipsilateral. Proyecciones ipsilaterales en negro y
contralaterales en blanco (Modificado de Bures et al., 1998).

2.9 Nucleo accumbens (NAc)

El NAc se encuentra localizado en la parte rostrobasal del cerebro medio
y en base a estudios anatémicos de organizacion se ha dividido en tres: Parte
medial, lateral y rostral (en Ingles estas divisiones del NAc se conocen como
shell, core y rostral) (Zahm, 2000; Brundege y Williams, 2002). El NAc es una
region del cerebro relacionada con la motivacion, recompensa, alimentacion y
la adiccion a drogas. Por lo tanto, ademas el NAc es una estructura asociada
con el desarrollo de conductas relacionadas a estimulos placenteros o de
desagrado y de recompensa, al estrés, novedad de los estimulos, ademas de
una importante funcion durante la accion de ciertas drogas de abuso como la
cocaina, que actuan incrementando la liberacion de dopamina (DA) en el NAc.
Varios experimentos han demostrado que al administrar estos narcoticos, se
inducen cambios importantes en las espinas dendriticas en el NAc y la corteza
prefrontal que afectan significativamente a los procesos de la memoria
(Robinson y Kolb, 1997; Robinson et al., 2001).
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En algunos estudios se ha demostrado que existe una interaccion
colinérgica y dopaminérgica entre algunas estructuras como el estriado y el
nacleo ventral tegmental (VTA) (Klawans y Rubovits, 1972; McGeer, 1961;
Pycock et al., 1978; Wolfarth, 1973). EI NAc tiene una organizacion similar y
por lo tanto la interaccion entre DA y ACh en el NAc esta relacionada (Butcher,
S. y Butcher, L., 1974; Cheney, 1975; Hoover, Mulh y Jacobowitz, 1978 y
Biederman, 1974).

Varias investigaciones han reportado que el NAc participa en la
adquisicién y la consolidacién (Setlow, 1997). Se ha comprobado que el
bloqueo de receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) de gutamato en el NAc,
afecta la adquisicion, pero no se ve efecto en la consolidacion (Martinez et al.,
2002).

Actualmente existe suficiente evidencia que sefiala que el NAc participa
en procesos asociativos. Por ejemplo, se sabe que la presentacion de un
estimulo gustativo asociado a un malestar gastrico, produce un incremento en
los niveles de liberacion de ACh, sugiriendo una participacion del NAc en la
consolidacion de la memoria (Mark et al., 1995), Young y colaboradores (1998)
proponen que la liberacion de DA en el NAc aumenta con la presencia de
estimulos que son asociados entre si o cuando se forma un condicionamiento.
Se ha demostrado que el NAc participa en la etapa de consolidacion de la
memoria (Hernandez et al., 2002).

Es importante resaltar que en el condicionamiento clasico, al aplicar un
estimulo neutro como el sonido de una campana o de una luz (auditivo o visual)
normalmente no produce un cambio en los niveles de DA en el NAc, pero
cuando estos estimulos son asociados con un choque eléctrico, la sola
presentacion del estimulo, incrementan los niveles de DA en el NAc medial
(Young et al., 1993; Young et al.,, 1998). Asimismo, se asocié un estimulo
neutro con un coque eléctrico, los niveles de DA incrementaron
significativamente en el NAc lateral (Pezze et al., 2001). Mark y sus
colaboradores encontraron que la inyeccion de sacarina intraoral provocaba un

aumento en la liberacion de DA, pero en presencia de un estimulo aversivo la
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liberacion disminuia (Mark et al., 1991). Recientes estudios han demostrado
que el sistema dopaminérgico en el NAc medial participa en la formacion de la
memoria aversiva gustativa ya que al bloquear los receptores D1 se impide la
adquisicion del CAS (Fenu et al., 2001), el papel del NAc medial es consistente
por el hecho de que esta area recibe proyecciones gustativas de la corteza
insular granular y la amigdala basolateral (BLA) vy los transmite al ndcleo
parabraquial y nucleo del tracto solitario (NTS) (Heimer et al., 1991).

Existen varias estructuras que pueden estar modulando la actividad del
NAc (Figura 6), por ejemplo la BLA tiene proyecciones glutamatérgicas hacia el
NAc (Kelley y Domesick, 1982; Robinson y Beart, 1988; Wright y
Groenewegen, 1996), la estimulacion del nucleo de la BLA incrementa la
liberacion de DA en el NAc, esto se puede bloguear por antagonistas

glutamatérgicos en el NAc (Louilot et al., 1985; Howland et al., 2002).

HIPOTALAMO |HIPOCAMPO| | Cl |<—
LATERAL

GULT

ACh
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GABA EN BE

NE

NTS NUCLEO
ACCUMBENS GULT ACh
F NE
DA
NPB
(7]
VTA

BLA

Figura 6. Estructuras con las que el NAc comparte proyecciones. Recibe proyecciones
noradrenérgicas de loecus coeroleus (LC) y del nlcleo del tracto solitario (NTS) (Pennartz et
al., 1994), glutamatérgicas desde la amigdala basolateral (BLA) y la corteza insular (Cl) (Zahm
y Heimer, 1993) ademas del Hipocampo (Pennartz et al., 1994), también recibe proyecciones
dopaminérgica del area tegmental ventral (VTA) (Zahm y Heimer, 1993). Algunas proyecciones
g salen del NAc terminan en el hipotalamo lateral, (Zahm y Heimer, 1993), debido al circuito
NAc-NBM-Corteza se sabe que el NAc tiene proyecciones GABAergicas hacia el NBM (Sarter
et al.,, 1999; Arnold et al.,, 2000), del NBM van proyecciones colinérgicas a la BLA y CI
(Bermudez-Rattoni, 2004). El nicleo parabraquial (NPB) modula la actividad del NAc a través
de conexiones al VTA (Hajnal, 2005).
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2.10 Sistema dopaminérgico

Los neurotransmisores son sustancias que tienen la capacidad de
iniciar transmisiones sinapticas en el sistema nervioso. Son considerados
neurotransmisores, aquellos que se producen y almacenan dentro de neuronas
y pueden liberarse mediante una sefial eléctrica, se localizan en terminales
presinapticas y son liberados selectivamente hacia el espacio sinaptico
mediando eventos presinapticos. Los neurotransmisores interaccionan con
receptores de células presinapticas o postsinapticas, los efectos de las células
pueden ser prevenidos por antagonistas y facilitados por agonistas especificos,
los cuales imitan la acciébn del neurotransmisor, por ultimo los
neurotransmisores son inactivados rapidamente después de su liberacion, tal
inactivacién esta mediada por enzimas o0 mecanismos de recaptura (Bohlen y
Dermietzel, 2002).

La dopamina (DA) (3, 4-dihydroxyphenethylamine o 03-hydroxyptamine)
(Figura 7) intermediario en la sintesis de epinefrina y precursor de otras
catecolaminas, se sintetiz6 por primera vez en 1910, pero no es hasta 1958
que fue reconocida como un neurotransmisor y se detectd por primera vez en
el sistema nervioso central (SNC) (Robbins, 1992). Con el paso del tiempo se
le ha dado mayor importancia, la DA ha sido encontrada abundantemente en
la substancia nigra y en el estriado, regiones del cerebro donde la epinefrina
(que forma parte de la familia de las catecolaminas) estd ausente; esta
distribucion sugiere que esta involucrado en procesos neurodegenerativos
como el alzhéimer, parkinson, esquizofrenia y dependencia a drogas como la
cocaina y anfetaminas (Robbins, 1992, Feldman, 1997; Bohlen y Dermietzel,
2002). Ademas participa en funciones como actividad locomotora, la
afectividad, regulacibn neuroendocrina e ingestibn de agua y alimentos
(Fibiger, 1993, Jackson y Westlind, 1994). El sistema dopaminérgico
comprende tres clases de neuronas: las de proyecciones ultracortas,
proyecciones cortas y de proyecciones largas, estas pueden estar asociadas a
distintas estructuras (Figura 8) (Bohlen y Dermietzel, 2002).
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La DA es sintetizada en el citoplasma, de aqui puede ser liberada
directamente al espacio singptico o transportarse mediante vesiculas para ser

liberada por exocitosis (Bohlen y Dermietzel, 2002).

UH\ .
T// TCH?-CHg-NHg

ow” NP

Figura 7. Estructura quimica de la dopamina. 3, 4-dihydroxyphenethylamine (extraido de
Bahena, Flores y Arias, 2000).

Figura 8. Proyecciones principales del sistema Dopaminérgico en cerebro de rata.
Abreviaciones: A8, area retrorubal; A9, substancia nigra; A10, VTA; All, hipotdlamo posterior;
Al12, nucleo arqueado del hipotdlamo; Al3, zona incerta; Al4, nucleo paraventricular del
hipotadlamo; ds, diencéfalo-espinal; mc, area mesocorticar; ml, area mesolimbica; ms, area
mesoestriatal; NAc, nlcleo accumbens; ns, nigro-estriatal; OT, bulbo olfatorio; ts, area
tuberoinfundibular (Modificado de Bohlen y Dermietzel, 2002).
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La DA no es capaz de atravesar la barrera hematoencefélica, se
sintetiza a partir de la tirosina, la sintesis de la DA se lleva a cabo en terminales
nerviosas y en dos pasos, en el primero la tirosina es catalizada por la oxidasa
tirosina hidroxilasa (TH) y se obtiene L-dihidroxifenilalanina o L-DOPA, después
L-DOPA se transforma a dopamina por DOPA-desecarboxilasa (Figura 9)
(Bohlen y Dermietzel, 2002; Bahena, Flores y Arias, 2000).

l ”—cﬁ,— |cn ~NH,
.~ CQOOH
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L-Tirosina
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Bhte, On FeEY hidroiasa

>
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l:"' ‘H—cm—- T}H ~NH,
. -~ COOH

OH o

L-Dopa
(L-3,4-dihidroxifenilalanina)

Descarbosdlasa de
Piridoal fosfato aminodcidos arcmaticos

N

OH R
l |—-c H,~CH,—NH;
J

OH
Dopamina
(3,4-dihidroxifeniletilamina)

Figura 9. Sintesis de dopamina. La hidroxilacion del aminoacido L-Tirosina es llevada a cabo
por la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH), mediante el cofactor tetrahidrobipterina adiciona un
grupo hidroxilo para formar L-DOPA, precursor directo de la DA. (Nagatsu, Levitt y Underfriend,
1964; Levitt, 1965) (Extraido de Bahena, Flores y Arias, 2000).

Su sintesis esta regulada por diversos mecanismos, por ejemplo si hay
un exceso de DA u otras catecolaminas (norepinefrina o epinefrina) se inhibe la
accion de la TH, en contraste neuromoduladores como VIP pueden activar esta
oxidasa. DA puede ser degradada por la actividad de la monoamina oxidasa
(MAOQO) y por medio de la aldehido-dehidrogenasa a acido dihidroxifenilactico o
DOPAC, también puede ser metabolizada la DA por la actividad de cateco-O-
metiltransferasa (COMT) (Figura 10) (Bohlen y Dermietzel, 2002; Bahena,
Flores y Arias, 2000).
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FIGURA 10. Degradacién de dopamina. La dopamina puede ser degradada por dos vias, una
por la actividad de la monoamina oxidasa (MAO) que tiene como resultado acido
dihidrixifenilacetico (DOPAC), catecol-O-metiltransferasa (COMT) actla sobre DOPAC para
obtener acido homovanilico (HVA). Otra via es por la activacion de COMT, su interaccion con la
DA se deriva en 3-metoxytryptamina (3-MT) que al interaccionar con MAO se obtiene HVA.
(Extraido de Bohlen y Dermietzel, 2002).

La sintesis de dopamina puede estar modulada también por receptores
que no son dopaminérgicos, por medio de la estimulacion de la TH mediante
receptores A2 para adenosina (Chowdhury y Fillenz, 1991), receptores NMDA
para glutamato (Chowdhury y Fillenz, 1991; Arias, Martinez y Aceves, 1992a), y
la inhibicién de los receptores GABA (Arias, Martinez y Aceves, 1991; Arias,
Martinez y Aceves, 1992b).

Una vez liberada la DA al espacio extracelular se une a receptores
presinapticos y postsinapticos, el efecto del neurotransmisor se debe a su
captura por la terminales nerviosa que lo liberaron (Cooper, Bloom y Roth,
1996). Existe un transportador especifico para la dopamina el cual tiene una
funcién importante en inactivar y reciclar la liberacion de DA. El transportador
es una glicoproteina que contiene 619 aminodacidos (figura 11), acumula la DA
extracelular en las terminales presinapticas, el proceso consiste en transportar
la DA dentro de la célula lo que depende de dos iones de Ca+ y CI, ademas

regula la vida media de la DA en el espacio intersinaptico. Este mecanismo es
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muy eficiente ya que de la DA liberada se puede recapturar un 80% (Bohlen y
Dermietzel, 2002; Attwell y Mobbs, 1994).

DA Anfecamina

Intracelular

....................

Extracelular

Figura 11. Recaptura de dopamina. La cocaina aumenta los niveles de DA, bloquea la
recaptura. Las anfetaminas incrementan la liberacion y sintesis de la DA (Feldman, Meyer, y
Quenzer, 1997). La entrada de DA depende de la presencia de Na+ y CI" (extraido de Bahena,
Flores y Arias, 2000).

Se han reportado dosis de DA (40ug/ul) que al administrarlas en el NAc
tienen efectos significativos (Swerdlow et al., 1990a, b).

2.10.1 Haloperidol

El haloperidol (HAL), es un antagonista de los receptores tipo D2 que se
utiliza como antipsicético, inhibe los receptores D2 a través de la activacion de
proteinas Gi (Stoof y Kebabian, 1981). En algunas estructuras induce el cAMP
dependiente de proteinas kinasas A (PKA), e inhibe la proteina fosfatasa-1
(PP-1), proteina que regula a la DA, ademas se ha propuesto que afecta en la
transcripcion de genes (Bertran-Gonzalez et al, 2009; Konradi and Heckers,
1995; Li et al, 2004; Pozzi et al, 2003). Se ha comprobado que al utilizar dosis
de haloperidol (1pg/pl) los animales no resultan afectados por catalepsias o
acinesias (Costall and Naylor, 1974; Jain et al., 1988; Tschanz and Rebec,
1988). En algunos experimentos donde administran agonistas dopaminérgicos

interrumpen la tarea del inhibicion latente en la tarea del CAS y se ha
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comprobado que la administracion de HAL restablece la formacion del
paradigma del CAS (Russig, et al., 2003).

2.11 Receptores

Un receptor se define como una molécula o un arreglo molecular que
reconoce especificamente un ligando (agonista-antagonista), y tienen como
resultado una respuesta celular (Humphrey, 1997). Existen receptores
dopaminérgicos presinapticos que se encargan de la activacion o inhibicion de
la sintesis de DA, a estos se les llama autorreceptores (Bohlen y Dermietzel,
2002). En la década de los 70°s se estudio la distribucion de los receptores
dopaminérgicos y se encontrd6 que hay dos tipos de receptores: D1 y D2
(Kebabian, 1979). Los D1 se dividen en receptores D1 y D5, acoplados a
proteinas Gs y activan la formacion de adenilato ciclasa (AMPc), los D2
consisten en D2, D3 y D4, inhiben la formacion de AMPc y activan canales de
K+ efectos mediados por proteinas Gi y Go, los autorreceptores pertenecen a
la familia D2 (Bohlen y Dermietzel, 2002; Bahena, Flores y Arias, 2000). Todos
los receptores dopaminérgicos tienen 7 dominios transmembranales de 20 a 25
residuos hidrofébicos y estan acoplados a sistemas de transduccion

intracelulares por proteinas G (figura 12) (Schwartz et al., 1987).

Extracelu'ar

Intracelular

Figura 12. Estructura de receptores a dopamina. Cuentan con 7 dominios transmembranales, 3
asas citoplasmaticas, iy, iy, is; Y asas extracelulares, e;, e,, €3; cuentan con un extremo amino
terminal, NH,; y un extremo carboxilo terminal, COOH (extraido de Bahena, Flores y Arias,
2000).
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Se ha demostrado que agonistas a receptores dopaminérgicos
disminuyen la sintesis de dopamina (Hetey et al., 1985, Onali y Olianas, 1989),
actuando sobre autorreceptores (D2), la activacion de receptores de la familia
D2 reducen la liberacién de DA (Dwonskin y Zhaniser, 1986; Onali y Olianas,
1988), lo que puede estar ocurriendo es lo que al activar receptores D2 se
inhibe la produccion de AMPc y la apertura de canales de Ca+, al disminuir la
formaciéon de AMPc disminuye la actividad de la PKA que fosforila a las
sinapsinas | y Il (Sudhof, 1995) y por lo tanto las vesiculas con el
neurotransmisor se mantienen unidas al citoesqueleto, la apertura de canales
de Ca+ en pocas palabras estan evitando el potencial de accion disminuyendo
la probabilidad de fusion de las vesiculas (Valentijn, 1993), ademas se sabe
gue el receptor subtipo D3 podria ser responsable de la sintesis y liberacion de
la dopamina (Gobert et al., 1996; Whetzel).

2.11.1 Familia D1

Como ya se ha mencionado la familia D1 esta conformada por los
subtipos D1 y D5 los cuales cuentan con una region carboxilo terminal que es
en proporcion 7 veces mas larga que el de los receptores de la familia D2, esta
regibn muestra residuos de serina y treonina que son susceptibles a
fosforilacién por cinasas como la PKA y PKC, ademas tiene una region iz corta
(Jackson y Westlind, 1994).

2.11.1.1 Receptores D1

Se encuentran en niveles altos en estructuras como: el estriado,
amigdala, talamo, el mesencéfalo, el hipotalamo, el rombencéfalo, en el nucleo
accumbens, también se encuentran escasos en la formacion hipocampal, la
region septal, el area tegmental ventral y el coliculo inferior (figura 13), esta
compuesto de 446 aminoacidos (Jackson y Westlind, 1994). Estos receptores
muestran una afinidad baja por la DA.

Estan bien definidos los agonistas y antagonistas para este el subtipo
de receptores D1 (ver Figura 14) (Missale et al., 1998; Watling et al., 1995).
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Familia D

1

Familia D

Subtipo D D D D D

1 5 2 3 4
Secuencia 446 a.a 477 a.a. D2a443 a.a. 400 a.a. 387 a.a.
Codificada D2b444 a.a.
Infrones No No Si Si Si
Localizacion 5q 35.1 4p 15.1-16.1 | 11q 22-23 3q13.3 11p 15.5
Cromosomal
Tamaiio del RNAm 3.8kb 3kb 2.5kb 8.3kb 53kb
Regiones de alta Neoestriado Hipotalamo | Noestriado Paleoestriado Corteza frontal
Densidad SNr Hipocampo
Autorreceptor No ? No Si ?
Adenilil ciclasa Estimulacion Estimulacién | Inhibicidn Inhibicién? Inhibicién?
Efector Gois Gos Goi/o Goi/o Guilo
Oftras Respuestas TFosfolipasa C TCanal de K+ TFosfolipasa C T
Bioquimicas TprA LCanal de Ca” | Thtercambiador | Intercambiador

TPosfolipasa C de Na/H de Na /H

Figura 13. Caracteristicas estructurales de los receptores dopaminérgicos. Abreviaturas: a.a.,
aminoacidos; Gas, proteina G estimuladora; Gai, proteina G inhibidora; Gao, proteina G tipo
O; kb, kilobases; PKA, cinasa A de proteina; Kj, constante de inhibicion (extraido de Bahena,

Flores y Arias, 2000).

Familia D1 Familia D )

Subtipo D D D D D

1 5 2 3 4
Afinidad por DA uhL Submicromolar nl nM Submicromolar
Agonistas selectivos SKF-38393 SKF-38393 Quinpirole Bromocriptina ?

Fenoldopam
Ki (nM)
Dopamina 2000 250 2000 30 450
Apomorfina 700 400 70 70 4
Bromocriptina 700 500 5 7 300
Quinpirole 1400 1400 40 50
SKF-38393 150 100 10000 5000 10000
Antagonistas SCH-23390 SCH-23390 Haloperidol. UH232 Clozapina
Selectivos Farmacos
antipsicoticos
Ki (nM)
Haloperidol 30 40 0.6 3 5
Sulpiride 40000 80000 10 20 50
SCH-23390 0.3 0.3 1000 1000 3500
Espiperona 350 3500 0.06 0.6 0.08
Risperidona - - 5 7 7
Raclopride 18000 - 1.8 3.5 2400
Radioligandos [H]SCH-23390 CHIYMO091512 | [HJ7-OB-DPAT|
(0.2nM) (0.1nM)

Figura 14. Caracteristicas farmacolédgicas de los receptores dopaminérgicos. Abreviaturas: a.a.,
aminoacidos; Gas, proteina G estimuladora; Gai, proteina G inhibidora; Gao, proteina G tipo
O; kb, kilobases; PKA, cinasa A de proteina; Kj, constante de inhibicion (extraido de Bahena,

Flores y Arias, 2000).
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2.11.1.2 Receptores D5

Se expresa con menor intensidad que los D1 y se localiza en el
hipocampo y los nucleos lateral mamilar y parafasicular del talamo (Jaber et al.,
1996). Es mas afin a la DA que los D1 y responde a los mismos antagonistas y
agonistas, esta formado por 475 en rata y 477 en humano de aminoacidos
(figura antagonistas) (Bohlen y Dermietzel, 2002; Bahena, Flores y Arias,
2000).

2.11.2 Familia D2

La familia D2 estd conformada por los subtipos D2, D3 y D4, estos
tienen una region iz muy larga, estas regiones son tipicas de la inhibicion de la
adenilil ciclasa y por lo tanto del AMPc por la activacion de proteinas Gi, esta
familia es rica también en residuos de serina y de treonina, estos pueden ser
fosforilados por cinasas de proteina regulando asi el acople a proteinas G
(Figura 15) (Strader y Sigal, 1989; Sibley, 1987).

2.11.2.1 Receptores D2

Existen dos formas de este receptor, la corta que es D2s conformada
por 415 aminoacidos (humano) y 415 (rata), la forma larga tiene 443 444
aminoacidos respectivamente (Jackson y Westlind, 1994). Su distribucién es
amplia igual que los D1 (Bohlen y Dermietzel, 2002), se detecta en alta
densidad en el neoestriado, tubérculo olfatorio, formacién hipocampal, nucleo
accumbens, las islas de calleja y el area tegmental ventral. El receptor D2
muestra poca afinidad por la DA, el raclopride, un antagonista muestra
selectividad por los receptores D2 y D3 (Missale et al., 1998; Seeman y VanTol,
1994). Los D2 pueden modular corrientes iénicas inhibiendo canales de Ca+ o
facilitando la apertura de canales de K+ mediante proteinas Gi (Lledo et al.,
1992; Akaoka, 1992; Jaber, 1996).
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Figura 15. Transduccién de sefales de los receptores dopaminérgicos de las familias D1 y D2.
Abreviaturas: 1 y D2 de receptores dopaminérgicos. Abreviaturas: AC, adenilil ciclasa; AMPc,
monofosfato ciclico de adenosina; ATP, trifosfato de adenosina; ADP, difosfato de adenosina;
DAG, diacilglicerol; IP3, 1,4,5-trifosfato de inositol; PIP2, 4,5-difosfato de fosfatidilinositol; PKA,
cinasa de proteina activada por AMPc; P, fosforilacién; PKC, cinasa C de proteina. PLC,
fosfolipasa C (Bahena, Flores y Arias, 2000).

2.11.2.2 Receptores D3

Sus caracteristicas farmacolégicas y su distribucién en el SNC difiere
de los D2, se encuentran en densidades medias en estructuras como la corteza
parietal y temporal, la formaciéon hipocampal, el bulbo olfatorio, el neoestriado,
ndcleo accumbens, la amigdala, el nucleo subtalamico, la oliva inferior y los
I6bulos anterior e intermedio de la hipdfisis, en niveles minimos se encuentran
en otras estructuras como substancia negra compacta, el area tegmental
ventral, la corteza Fontal, el cingulo y el globo pélido. En los humanos consta
de 400 aminoacidos y en la rata de 446 (Jackson y Westlind, 1994). Muestra
una mayor afinidad por la DA y agonistas a diferencia de los D2.

2.11.2.3 Receptores D4

Los D4 son una cadena de 385 a 387 aminoacidos que muestran
homologia a los D2 y D3 (Bahena, Flores y Arias, 2000). Se han encontrado en

estructuras como el bulbo olfatorio la amigdala, la retina, neoestriado-
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hipotalamo e hipocampo. Muestra una afinidad intermedia por la dopamina
(Jackson y Westlind, 1994; Jaber, 1996; Mansour, 1991).

2.12 Efectos y enfermedades relacionadas con la dopamina

Existen varias enfermedades que estan estrechamente relacionadas
con la dopamina, una de ellas es la Enfermedad del Parkinson (EP), en la EP
comienzan a desaparecer las neuronas dopaminérgicas en el sistema
nigroestriado, las terminales axdénicas comienzan a degenerarse, por lo tanto
disminuyen los niveles de DA y poco a poco desaparece la comunicacion
dopaminérgica. Debido a que esta enfermedad recae en la sustancia negra
que forma parte de los ganglios basales se ven afecciones como el
mantenimiento de posturas del cuerpo y algunos movimientos. Dentro del
tratamiento farmacolégico para el P usado comunmente es el L-DOPA,
precursor de la DA, este farmaco cruza la barrera hematoencefalica, es
administrado en conjunto con agonistas para los receptores de la Familia D2,
asi mismo se pueden administrar por ejemplo inhibidores de la MAO-B,
inhibidores de la COMT, anticolinérgicos y agonistas a DA (Richardson y
Adams, 1982; Bahena, Flores y Arias, 2000).

La esquizofrenia esté relacionada con una hiperactividad del sistema
dopaminérgico, la administracion de agonistas para receptores D2 han sido
Gtiles en el tratamiento farmacologico (Jaber, 1996). Algunos sintomas de la
esquizofrenia son la euforia y alucinaciones auditivas, esto puede ser causado
por la administracibn de anfetaminas (Goldstein y Detuch, 1992). Se ha
observado una aumento en la densidad de receptores de la familia D2 y del
subtipo D4 en el nucleo caudado y putamen, pero disminucion en los D3 en
corteza cerebral, aunque otros resultados indican que el receptor D4 no cambia
(Seeman vy Nizkik, 1990; Seeman, Guan y VanTol, 1993; Schmauss,
Haroutunian y Davis, 1993), por otro lado estudios de tomografia por emision
de positrones no mostro una relacion entre la esquizofrenia y los receptores
(Farde et al., 1990).

31



La epilepsia es otro trastorno relacionado con la hipoactividad del
sistema dopaminérgico a nivel mesolimbico, se sabe que con la administracion
de agonistas para receptores D2 se tienen reacciones anti-convulsivas, y
agonistas a los receptores D1 disminuye el umbral de convulsiones (Starr,
1996).

La DA se ha relacionado con conductas motivacionales como son el
reforzamiento y la recompensa, el mecanismo de autoestimulacion tiene como
mecanismo proyecciones ascendentes del VTA al NAc, por lo tanto la
administracion de anfetaminas y otros farmacos como cocaina, morfina y
nicotina incrementan la actividad dopaminérgica en areas que implican la
emotividad, como por ejemplo, la morfina estimula un sistema opioide que se
encuentra en el VTA y de esta manera se libera DA, que puede activar a su vez

al NAc o a la CI (Feldman, Meyer y Quenzer, 1997).

Se sabe que la DA esté relacionada con el proceso de formacion de la
memoria (Wise et al.,, 1978), asi como el aprendizaje asociativo entre un
estimulo y la recompensa (aprendizaje Pavloviano), entre las respuestas y
reforzadores (aprendizaje instrumental), asi como entre estimulos y no
consecuencias (Habito de aprendizaje; Mackintosh, 1983; Dickinson and
Balleine, 1994).

La DA afecta el aprendizaje asociativo (aversivo o apetitivo) actuando
antes de la presentacion del estimulo incondicionado o aversivo, por lo tanto la
DA puede estar facilitando la asociacion entre estimulos (Wise, 1982; Fenu,
2001).

3. JUSTIIFICACION

Se sabe que el NAc es una estructura que forma parte del circuito
incentivo-motivacional y controla respuestas apetitivas y/o de estimulos
aversivos; recibe proyecciones de diversas estructuras que se ven involucradas
en el proceso de la memoria. También, se conoce que al bloquear receptores

D1 se afecta la adquisicion del CAS, es por eso que en este trabajo se
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investigd la participacion de las dos familias de receptores a dopamina, y el
blogueo de receptores D2 en el proceso de formacion de la memoria aversiva
del sabor (Fenu et al., 2001; Louilot et al., 1985; Howland et al., 2002; Kelley y
Domesick, 1982; Robinson y Beart, 1988; Wright y Groenewegen, 1996). Por
otro lado el CAS ha sido un método fuertemente utilizado para estudiar como la
DA esta participando en el NAc, Mark y colaboradores (1991 y 1995) han
demostrado que la DA disminuye cuando un estimulo novedoso se asocia con
un malestar gastrico mediante la infusion de sacarina intraoral, controlando la
cantidad del consumo, por otro lado Russig y colaboradores demostraron que
al administran agonistas dopaminérgicos se interrumpe la inhibicion latente en
la tarea del CAS y se ha comprobado que la administraciéon de HAL restablece
la formacion del paradigma del CAS, estos autores han utilizado distintos
meétodos que conllevan la aplicacion del CAS, es por eso que en este trabajo se

utilizard un CAS mas robusto para conocer el papel de la DA en el NAc.

4. HIPOTESIS

La activacion de los receptores dopaminérgicos mediante agonistas y
antagonistas en el NAc mediante la aplicacion de un CAS robusto modula la
formacion y evocaciéon de la memoria de aversion al sabor, pero la inactivacion
de los receptores tipo D2, del NAc afectan diferencialmente la formacién de la

memoria aversiva.

5. OBJETIVOS

5.1 General.

Conocer la participacion de los receptores a dopamina en el nucleo
accumbens durante la formacion y la evocacion de la memoria aversiva del

sabor.
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5.2 Especificos.

1. Determinar el efecto de la administracion de dopamina, sobre los
receptores dopaminérgicos en el nucleo accumbens, antes de la

adquisicion de la aversion al sabor.

2. Determinar el efecto de la administracion de dopamina acidificada,
sobre los receptores dopaminérgicos en el nacleo accumbens, antes

de la adquisicion de la aversion al sabor.

3. Determinar el efecto de la administracion de dopamina, sobre los
receptores dopaminérgicos en el ndcleo accumbens, antes de la

evocacion en la memoria de aversion al sabor.

4. Determinar el efecto de la administracion del antagonista haloperidol
a receptores dopaminérgicos en el nucleo accumbens, antes de la

adquisicion de la aversion al sabor.

5. Determinar el efecto de la administracion del antagonista haloperidol
a receptores dopaminérgicos en el nlcleo accumbens, antes de la
adquisiciéon en la memoria de aversion al sabor, utilizando una

concentracion mayor del farmaco.

6. MATERIAL Y METODOS.

6.1 Sujetos experimentales

Se utilizaron ratas macho Spreague-Dawley, con un peso inicial de 250
a 280 g, que fueron habituadas con un ciclo invertido de luz-oscuridad de 12
horas (9:00 pm a 9:00 am, luz) separadas individualmente en cajas de acrilico
(45 x 25 x 20) durante 7 dias antes de la cirugia, con acceso a alimento y agua
ad libitum. Bajo una temperatura controlada de 23 +/- 2 °C. Todos los
experimentos se llevaron a cabo durante el ciclo de oscuridad, en un horario de
10:00 am a 2:00 pm.
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Todos los protocolos experimentales que se utilizaron fueron aprobados
por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la Universidad
Auténoma de México (UNAM).

6.2 Cirugia.

Una vez habituados los animales durante 7 dias al vivario del
laboratorio, fueron sometidos a cirugia, bajo anestesia profunda con una
mezcla de ketamina (70 mg/kg) y xilacina (6 mg/kg), 1 ml/kg, via intraperitoneal
(i.p.). Bajo anestesia, se retir0 el pelaje de la cabeza, dejando completamente
despejada la zona superior del crdneo; con la técnica de esterotéxia se
implantaron dos canulas bilateralmente de acero inoxidable de 12 mm (figura
16), alineadas al NAc siguiendo las siguientes coordenadas y tomando como
punto de referencia Bregma: anteroposterior (AP) + 1.5 mm, mediolateral (L) +/-
1.9 mm y dorsoventral (DV) — 4.7 mm, (Atlas de Paxinos y Watson, 2005).
Ambas canulas quedaron 2 mm por arriba del NAc, para no afectar la
estructura (Figura 17). Adicionalmente se colocaron dos tornillos sobre el
craneo Yy, finalmente, éstos y las canulas se fijaron con acrilico dental, y en las

canulas se colocaron estiletes para evitar su obstruccion.

< Tornillos
Q canulas

Figura 16. Ubicacion aproximada de los tornillos, las canulas se colocaron de manera precisa
mediante coordenadas sobre el NAc.
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Figura 17. Ubicacion de las canulas de 12 mm, las puntas mas delgadas muestran los
inyectores que bajan 2 mm mas hasta el NAc en cortes coronales.

Al término de la cirugia, los animales recibieron via oral una gota de
clorhidrato de tramadol (Tradol, 100mg/ml), como medida analgésica y se les

dio un periodo de recuperacion de 7 dias.

6.3 Modelo del CAS

Después de la recuperacion, las ratas fueron privadas de agua por un
periodo de 24 hrs; y se procedi6 a habituarlas a tomar agua en probetas
graduadas por un periodo de 20 min (en el horario de 10:00 am-2:00 pm) por 5
dias (linea base); llevando el registro de todos los consumos (mililitros) a lo
largo de todo el procedimiento conductual. Terminados los 5 dias de
habituacién los animales se manipularon durante dos dias por alrededor de 3
min por rata (1 min de simulacion de inyeccion, 1 min de reposo), al mismo
tiempo se revisO que los estiletes estuvieran en su lugar y se movieran con

suavidad.

En el dia de adquisicion del CAS, se presentd sacarina al 0.1 % disuelta
en agua destilada (sabor novedoso) en una probeta graduada durante 20 min
registrando el consumo igual que la linea base en la bitacora. Después de 30
min se les inyectd cloruro de litio (LiCl) (0.4 M, 3 ml) para provocar una
irritacion visceral. Un dia después se les presenté nuevamente la sacarina (sin
inyeccion de LICl); el consumo de sacarina con respecto al del dia anterior se

utilizd como grado de aversion y por lo tanto como grado de aprendizaje.
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Adicionalmente, después del dia de prueba de evocacion del CAS, se
continud con el proceso de extincion, donde se les presento la sacarina 0.1 %
por tres dias més pero sin administrar LiCl i.p., de esta manera se cuantificé la
extincion de la aversion al sabor y los efectos de la administracion de los

farmacos en este nuevo-aprendizaje.

6.4 Inyecciones

Para valorar la participacion de los receptores dopaminérgicos en el
NAc durante la formacidon del CAS y su evocacion se realizaron inyecciones de
dos farmacos, dopamina y el antagonista haloperidol. La dopamina se infundié
durante la adquisicion y durante la evocacion (prueba) (Figura 18, 19). El
antagonista haloperidol solo se aplicé en la etapa de adquisicion (Figura 19).

Los grupos utilizados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Descripcién de los grupos experimentales utilizados en el protocolo de aversion al
sabor y la etapa en que se infundi6 el farmaco.

GRUPOS
FARRMACO CONTROL ETAPA
ADQUISICION
DOPAMINA SOLUCION SALINA
EVOCACION

ADQUISICION [1mg/ml]

HALOPERIDOL | SOLUCION SALINA

ADQUISICION [5mg/ml]
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Dia de adquisicion.

e Dia de prueba -_(‘ 'Y
. . . o £ f
) 20 min 30 minutos después 24 h después < >; Ext1 Ext2
] | 1 —y
Sacarina 0.1% Sacarina 0.1%
20 min 20 min
INFUSION
FARMACO. %w l# Lf .
q\. ). t N "
— T » —~—3
ol chbaée 'L l -
N infusion.

Figura 18. Procedimiento durante el CAS. Se muestran los tiempos en que se presentan los
estimulos, cabe sefialar que la inyeccion del farmaco es en el dia de adquisicion. La flecha roja
indica la inyeccion del farmaco y la flecha amarilla la inyeccién de LiCl.

Dia de adquisicion. Dia de prueba I I
oo > > K 'Y
) l30 minutos dESpués. 24 h después 20 min i et Ext2
.Sacarina 01% Sacarina 0.1%

20 min 20 min
! INFUSION
%w l# FARMACO. Lf e
4 — - '; e . 4
!‘{" Bomba de
L":::j"" > infusién.

Figura 19. Procedimiento durante el CAS. Se muestran los tiempos en que se presenta los
estimulos, cabe sefalar que la inyeccidn del farmaco es en el dia de prueba. La flecha roja
indica la inyeccion del farmaco y la flecha amarilla la inyeccién de LiCl.
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6.4.1 dopamina.

v" Los grupos control recibieron solucién salina fisiologica (0.9%) y el
grupo experimental recibié dopamina (40ug/ul) 20 min a una
velocidad de 0.5 pl durante 1 min antes de presentar el sabor
novedoso en la etapa de adquisicion.

v Grupo control que recibié solucién salina fisioloégica (0.9%) y el
grupo experimental recibié dopamina (40ug/pl) 20 min a una
velocidad de 0.5 pl durante 1 min antes de presentar el sabor

novedoso en la etapa de prueba.

6.4.2 haloperidol.

v" El grupo control fue tratado con solucion salina fisiol6gica (0.9%) a
la cual se le agreg6 DMSO (disolvente organico) (900 ul/100 pl),
al grupo experimental se le infundio haloperidol, antagonista a los
receptores D2, se disolvi6 en DMSO (1ug/ul), y fue infundido a

una velocidad de 0.5 pl durante 1 min.

v Grupo control se le infundié solucion salina fisiolégica (0.9%) a la
cual se le agreg6 DMSO (disolvente organico) (900 pl/100 ul), al
grupo experimental se le infundié haloperidol, antagonista a los
receptores D2, se disolvio en DMSO en una concentraciobn mayor
(5 ug/l yb) y fue infundido a una velocidad de 0.5 pl durante 1

min.

Para las inyecciones se utilizaron agujas dentales (inyectores) del
namero 30, con una longitud de 14 mm. Todos los inyectores sobresalieron 2
mm de la canula para una adecuada inyeccién en el NAc. Para las inyecciones
bilaterales, se utilizaron dos mangueras transparentes de polietileno, unidas por
un extremo a los inyectores, y por el otro conectadas a una jeringa Hamilton de
10 ul, impulsadas por una bomba de inyeccion automatica (Stoelting co., lllinois

USA), previamente programada para inyectar 0.5 pl/1 min.
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Una vez terminada la inyeccién se dejaron los inyectores 1 min adicional
dentro de las canulas, con la intension de tener una buena difusién; después

los animales fueron colocados en sus respectivas cajas.

6.5 Histologia

AL término del tercer dia de extincién del CAS los animales fueron
inyectados con una sobredosis de Pentobarbital (113 mg/kg) i.p. y se
perfundieron intracardialmente con solucion salina fisioldgica (0.9%), para
posteriormente por decapitacion, extraer los cerebrosy colocarlos en solucién
de formaldehido al 10%. Siete dias después se cambid la solucién por
sacarosa al 30%. Una semana después, los cerebros fueron cortados
coronalmente en rebanadas de 50 um con un micrétomo bajo una temperatura
de -30 °C. Una vez obtenidos los cortes se montaron en portaobjetos (24x60
mm) gelatinizados para posteriormente tefirlos con violeta de cresilo, afiadir
resina y cubrirlos con un cubreobjetos y dejar secar. Los cortes se examinaron
en un estereoscopio para determinar si las canulas y los inyectores fueron
colocados correctamente en el NAc core, solo aquellos ubicados correctamente

fueron incluidos en el andlisis estadistico (Figura 20).

@ Figure 23
r g

Interaural 10.20 mm i ) Bregma 1.20 mm

A B

Figura 20. A. Ubicacién de los inyectores en el ndcleo accumbens en un corte coronal de 50
pum en cerebro de rata indicados por un circulo rojo. B. Los contornos de color rojo muestran la
ubicacion del nacleo accumbens core, shell y medial en el atlas de Paxinos, AP 1.20 mm a
partir de bregma en un corte coronal (Modificado de Paxinos y Watson, 2007).

40



6.6 Andlisis estadistico

Los datos adquiridos fueron sometidos a un andlisis de varianza
(ANDEVA) en el programa estadistico Stat View 5.0., se compararon efectos
entre grupos control y grupos experimentales de acuerdo al consumo de agua

y/o sacarina.

7. RESULTADOS

7.1 Administracion de dopamina.

1. Andlisis de dopamina antes de la adquisicion del CAS.

Los resultados obtenidos de los animales tratados con inyecciones de
DA en el NAc antes de la adquisicibn del CAS no mostraron un efecto
significativo en los consumos el dia de prueba. Ambos grupos se comportaron

igual (Figura 21).

Dopamina antes de la adquisicion del CAS
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LBT ADQ PBA EXT1 EXT2 EXT3

Figura 21. Administracion de dopamina 20 min antes de la adquisicion del CAS. En el eje de las
abscisas se encuentran los diferentes dias en que se presentaron las soluciones en probetas
graduadas. En el eje de las ordenadas se muestran en ml los consumos de los animales. Las
barras azules muestras la media de los consumos del grupo control infundidos con solucion
salina, las barras rojas muestran la media de los consumos del grupo tratado con dopamina.
LBT, Linea basal total; ADQ, Adquisicion; PBA, Prueba; EXT1, EXT2, EXT3, Dias de extincion.
Control n =11, Dopamina n=9
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2. Analisis de dopamina acidificada antes de la adquisicion del CAS.
Los resultados obtenidos de las inyecciones de DA acidificada en el
NAc antes de la adquisicion del CAS no mostraron un efecto significativo en los

consumos del dia de prueba. No hay diferencia en el comportamiento de los

grupos (Figura 22).

Dopamina acidificada antes de la adquisicion del CAS

B Control=4
| B Dopamina=7
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Figura 22. Administracion de dopamina acidificada 20 min antes de la adquisicion del CAS. En
el eje de las abscisas se encuentran los diferentes dias en que se presentaron las soluciones
en probetas graduadas. En el eje de las ordenadas se muestran en ml los consumos de los
animales. Las barras azules muestras la media de los consumos del grupo control infundidos
con solucion salina, las barras rojas muestran la media de los consumos del grupo tratado con
dopamina acidificada. LBT, Linea basal total; ADQ, Adquisicién; PBA, Prueba; EXT1, EXT2,
EXT3, Dias de extincion. Control n =4, Dopaminan =7.
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3. Analisis de dopamina antes de la prueba del CAS.

Los resultados derivados de la administracién de DA en el NAc antes
de la prueba del CAS no mostraron efectos significativos en los consumos

entre grupos del dia de prueba. No hay diferencia alguna entre los grupos

(figura 23).

Dopamina antes de la prueba del CAS
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Figura 23. Administracién de dopamina 20 min antes de la prueba del CAS. En el eje de las
abscisas se encuentran los diferentes dias en que se presentaron las soluciones en probetas
graduadas. En el eje de las ordenadas se muestran en ml los consumos de los animales. Las
barras azules muestras la media de los consumos del grupo control infundidos con solucion
salina, las barras rojas muestran la media de los consumos del grupo tratado con dopamina.
LBT, Linea basal total; ADQ, Adquisicion; PBA, Prueba; EXT1, EXT2, EXT3, Dias de extincion.

Contro n = 9, Dopamina = 9.
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7.2 Administracion de haloperidol.

4. Analisis de haloperidol antes de la adquisicion del CAS.

Los resultados obtenidos de los animales tratados con inyecciones de
haloperidol en el NAc antes de la adquisicion del CAS no mostraron un efecto
significativo en los consumos el dia de prueba. Ambos grupos se comportan de

la misma manera (Figura 24).

Haloperidol antes de la adquisicion del CAS (1ug/ul)
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Figura 24. Administracion de haloperidol 20 min antes de la adquisicion del CAS. En el eje de
las abscisas se encuentran los diferentes dias en que se presentaron las soluciones en
probetas graduadas. En el eje de las ordenadas se muestran en ml los consumos de los
animales. Las barras azules muestras la media de los consumos del grupo control infundidos
con solucién salina, las barras rojas muestran la media de los consumos del grupo tratado con
dopamina. LBT, Linea basal total; ADQ, Adquisicién; PBA, Prueba; EXT1, EXT2, EXT3, Dias
de extincion. Control n = 11, Dopamina n = 13.
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5. Analisis de haloperidol antes de la adquisicion del CAS con dosis mayor.

Los resultados de los animales infundidos con haloperidol en el NAc
antes de la adquisicion pero con una dosis mayor (5ug/pl) no mostraron un

efecto significativo, los dos grupos se comportan igual (figura 25).

Haloperidol antes de la adquisicion del CAS (5ug/ul)
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Figura 25. Administracion de haloperidol 20 min antes de la adquisicion del CAS con dosis
mayor (5ug/pl). En el eje de las abscisas se encuentran los diferentes dias en que se
presentaron las soluciones en probetas graduadas. En el eje de las ordenadas se muestran en
ml los consumos de los animales. Las barras azules muestras la media de los consumos del
grupo control infundidos con solucion salina, las barras rojas muestran la media de los
consumos del grupo tratado con dopamina. LBT, Linea basal total; ADQ, Adquisicion; PBA,
Prueba; EXT1, EXT2, EXT3, Dias de extincion. Control n = 8, Haloperidol = 3.
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8. DISCUCION

El presente trabajo mostré que la inyeccion de farmacos agonistas y
antagonistas de los receptores dopaminérgicos en el NAc dopamina y
haloperidol, en las dosis utilizadas, no favorecen y tampoco impiden la

formacion y/o consolidacion de la memoria aversiva.

Al infundir DA en el NAc antes de la adquisicion del CAS, se observo
que la formacion y/o consolidacion de la memoria aversiva no es afectada, ya
que los sujetos formaron una correcta asociacion entre el sabor novedoso y el
malestar gastrico. En contraste con otros paradigmas de condicionamiento
Young y colaboradores (1993, 1998), han asociado un estimulo neutro auditivo
o visual con un choque eléctrico encontrando que los niveles de DA se ven
incrementados, pero Mark y colaboradores (1991) demostraron que al inyectar
sacarina intraoral seguida de un estimulo aversivo y una vez asociados
disminuye el consumo de sacarina y los niveles de DA ademas de una correcta
formacién del CAS (Mark et al., 1991, 1995). A diferencia del CAS aplicado en
este trabajo donde se le permitié libre consumo de sacarina a la rata los
resultados obtenidos demuestran que no se interrumpe el CAS con las
inyecciones de DA. Por otro lado, también Bassareo y colaboradores (2002)
demostraron que la presentacién de un estimulo gustativo intraoral aumenta la
liberacién de DA en el NAc core y Shell, ain sin la asociacion con un estimulo

aversivo.

El NAc participa en la formacion de la memoria (Hernandez et al., 2002)
pero no en la etapa de consolidacién (Setlow, 1997), Ploeger y colaboradores

(1994) indican que lesiones en el NAc o la inyeccion de HAL en esta estructura

en la tarea del laberinto acuatico de Morris se puede ver interrumpida la
memoria esto no pasa con el método utilizado en este trabajo, los resultados

donde las inyecciones de DA en el NAc fueron antes de la prueba de memoria,

no interfiere en la evocacion aversiva.

En el caso del tratamiento con HAL, Russig y colaboradores (2003)

afirman que la administracibn de agonistas dopaminérgicos antes de la
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exposicion del sabor novedoso interrumpe la inhibicion latente (aprendizaje
incidental) en la tarea del CAS y esto puede ser bloqueado por la
administracion de HAL o clozapina (CLZ); ademas afirman que la farmacologia
de la inhibicion latente por agonistas y antagonistas es similar al paradigma del
CAS. Por lo tanto en este trabajo con la aplicacién robusta del CAS que a
diferencia del experimento de Russing y col. Se hizo en una sola prueba los
resultados obtenidos demuestran que el HAL no bloqued la formacion del CAS,
otros estudios han demostrado que agonistas a receptores dopaminérgicos
disminuyen la sintesis de dopamina (Hetey et al., 1985, Onali y Olianas, 1989),
actuando sobre autorreceptores D2, la activacion de receptores de la familia D2
reducen la liberacion de DA (Dwonskin y Zhaniser, 1986; Onali y Olianas,
1988): en este sentido, la DA podria jugar un papel importante en la formacién
del CAS, por lo que el bloqueo de receptores D2 puede estar favoreciendo a la
liberacion de DA y consecuentemente la correcta formacion del CAS. Lo
anterior puede ser parte de lo que esta ocurriendo en este trabajo con los
datos obtenidos, o bien la DA no tiene un papel en el CAS puesto que las
inyecciones tanto de DA como de HAL en el NAc no interrumpen ni favorecen

la formacion y evocacion de la memoria gustativa aversiva.

9. CONCLUSION

La administracion de dopamina y haloperidol, a las dosis utilizadas en el
NAc no afecta significativamente la formacion/consolidacion y evocacion de la

memoria aversiva.

Perspectivas
e Es necesario establecer el efecto de otras dosis de las drogas
utilizadas, ademas de administrar otros agonistas y antagonistas.
e Aplicar una concentracion menor de LiCl (El), con los mismos farmacos,

ademas de utilizar antagonistas y agonistas para receptores D1.
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