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Solomon saith: There is no new
thing upon the earth. So that as
Plato had an imagination, that all
knowledge was but remembrance;
so Solomon given his sentence,
that all novelty is but oblivion.

Francis Bacon, Essays, LVIII
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RESUMEN

Cuando un animal consume por primera vez una substancia, una gran variedad de
procesos celulares ocurren en diferentes estructuras cercbrales, algunos de ellos
involucrados en la integracién de la informacién sensorial (quimio-somato-sensorial);
otros destinados a relacionar, aprender y recordar las consecuencias de csta ingestion. La
ingestién puede téner una variedad de consccuencias y un animal que sc enfrenta con un
sabor novedoso no ticne forma de predecirlas, asi que de manera innata, titubea al
consumirlo. A esta conducta se le conoce como Neofobia. Micntras no se presente malestar

¢l animal incrementard el consumo (At ién de Ia Neofobia); pero, si cl sabor cs

seguido de malestar, cste pasa de estfimulo novedoso a sefial familiar aversiva y ¢l animal
desarrolla una aversién a consumirlo. A esto se le llama Condicionamiento Aversivo al
Sabor.

La corteza insular esta especialmente involucrada en el aprendizaje y la retencion de
conductas guiadas por ¢l gusto. Existe evidencia experimental que sugiere que la corteza
insular participa activamente en la representacion mnemoénica del sabor y de sus
consecuencias viscerales post-ingestion, sin embargo, la mayor parte de estos estudios estin
hechos en CAS, y cl papel de la corteza insular cn la atenuacién de la neofobia cs atn
desconocido. Se picnsa que la activacién de los receptores muscarinicos cn la cortcza
insular codifica la novedad, mientras que los receptores NMDA estin relacionados con la
consolidacién de dicha asociacion. Este trabajo fuc disciiado con el fin de valorar el papel
que desempeiia la corteza insular en la atcnuacion de la ncofobia, en particular ¢l de los
receptores muscarinicos y NMDA, mediante ¢l uso de sus respectivos antagonistas
(Escopolamina y AP-5).

Este estudio constituye la primera evidencia de que los receptores muscarinicos cn
la corteza insular jucgan un papel importante en la atenuacién de la neofobia, la cual es un
atractivo modelo para investigar los mecanismos involucrados en el trazo de la memoria

gustativa.




INTRODUCCION

El sistema gustativo

El sistema gustativo es un aparato complejo y dindmico, capaz entre otras cosas, de
funcionar como un filtro que selecciona nutﬁentes y evita alimentos t6xicos. Cuando un
animal ingiere una substancia, una gran variedad de procesos cclulares ocurren en
diferentes estructuras cerebrales, algunos de ellos involucrados en la integracién de Ia
informacién sensorial (quimioscnsorial/somatoscnsorial), otros destinados a relacionar,

aprender y recordar las consecuencias de dicha ingesta.

Organizacién del sabor

Las células receptoras del sabor traducen estimulos quimicos solubles en sefiales
eléctricas que pueden ser transmitidas al cerebro. Las células receptoras se encuentran en
6rganos scnsoriales llamados corpiisculos gustativos los cuales estdn localizados en
numerosas proyecciones (papilas) en cl epitelio de la lengua, el paladar y la faringe. Cada
célula receptora es inervada por una rama periférica de una fibra aferente primaria, cada
fibra aferente se ramifica varias veces inervando a varias papilas y, dentro de cada
corpiisculo gustativo, a varias células reccptoras. De esta mancra la actividad eléctrica
registrada en una sola fibra aferente conduce informacién proveniente de muchas células
receptoras. La informacion gustativa cs transmitida desde los corpisculos hacia la corteza

cerebral a lo largo de una via postsindptica (Kandel et al. 1991).




Integracién de informacién en el sistema gustativo

La conducta de consumo de alimento representa uno de las  interacciones mas
intimas entre un animal y su ambiente. El sistema gustativo extrae una variedad de
informacién de las substancias que consume: a) reconoce y codifica los atributos flsicos del
sabor, b) determipa el valor hedénico de cada sustancia (Smith y St 1999), c) integra la
informacién proveniente de los procesos de digestibn y absorcién y d) realiza una
asociacioén cntre el sabor de las substancias y las consecuencias fisiologicas de la ingesta.
La ingestién puede tener una variedad de consecuencias, un animal que se enfrenta con un
sabor novedoso no tiene forma de predecirlas y, de manera innata, titubea al consumirlo. A
esta conducta se le conoce como Neofobia. Mientras no se prescnte malestar, el animal
incrementard el consumo. A esta conducta se le denomina Atenuacién de ln Neofobin
(AN) (Domjan, 1976). Atin no es claro qué cs lo que los animales aprenden sobre ¢l sabor,
pero.se ha propuesto una posible asociacién entre el sabor y la ausencia de malestar
(consecuencias no-aversivas), i.c. aprenden que lo ingerido es “seguro” (Best et al 1978,
Kalat y Rozin 1973). Sin embargo, si el sabor s seguido de malestar, este pasa de estimulo
no;'cdoso a seiial familiar aversiva y el animal desarrolla una aversién a consumirlo. A

esto se le llama Condicionamiento Aversivo al Sabor (CAS).

Representacién neural del sabor

Debido a las caracteristicas inherentes del proceso de digestion, la manifestacién de
consecuencias gistricas generalmente no ocurre de manera inmediata, por lo cual se piensa
que, tanto la AN como el CAS, dependen de una representacién neural del sabor que
permancce activa (probablemente de forma paralcla en varias regiones del cercbro) aun
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cuando el sabor ya no esta fisicamente presente. A esta memoria se le denomina Trazo de
la Memoria Gustativa (TMG) (Welzl et al 1990), o memoria gustativa de corto plazo
(Bures 1998b). Asi pues, se postula que el TMG persiste durante un intervalo critico que
inicia con la codificacién dec los atributos fisicos kdcl_sabor 'y termina cuando la asociacién
ocurre. Por otra parte, intervalos muy Iargo; (hérﬁs) entre ¢l sabor y el malestar, reducen la
probabilidad dc asociacién avcrsi\ré,' esto ksugiere que el TMG permanece en un estado
transitorio que decnc Ientamcntc pam la - asociacién aversiva pero, simultinca y

' consecuencms no-aversivas (Nachman y Jones 1974) (figura 7).

graduulmcme, numcnta p Y

chhn cupacldud tmnsn(ona dc nsocnaclbn del TGM varfa en funcién de las caracteristicas y
proplcdadcs, (nmo del estfmulo gustativo como de sus consecuencias (Garcia, ct al 1966,
Revusky 1968, Smith y Roll 1967, Etscorn y Stephens 1973, Green y Parker 1975). Una vez
formada lﬁ ’nsrogyiac‘itlin.‘ és Ikdbec‘:ir, una vez que se ha etiquetado el sabor como seguro o
avcrsivo; csta a%éﬁaciéh se himﬁccx;na en una memoria a corto plazo que eventualmente pasa

a largo plazo. Sin eml ; uh cuando un sabor ya haya sido asociado a una consecuencia

mente se ha reportado que algunos tratamicntos afectan diferencialmente a
la AN y cl CAS, por cjemplo la aplicacién de pentobarbital inmediatamente después de la
presentacioén de un sabor novedoso retrasa la AN, mientras que este mismo tratamiento no
afecta la formacién del CAS. Por esto, se ha propuesto la existencia de dos sistemas de
etiquetamiento independientes que utilizan un mismo TMG pero diferentes mecanismos
neurales, los cuales varian en funcién de la asociacién (AN/CAS) ha realizarse. (Bures y

Buresova 1982-1983).
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Substratos anatémicos de la AN y el CAS
Existen varios reportes acerca de los substratos anatémicos involucrados en estos

aprendizajes, por ejenplo, se conoce la participacién de un gran niimero de estructuras

limbicas y neocorticales involucradas cn la formacién del CAS, y sc sabe que lesiones del

micleo accumbens, el subiculum ventral y la amigdala afectan la neofobia. Las conexiones

importante en la integracién, mediaci6n y posiblemente en el almacecnamicnto y asociacién

’ anatémicas de la Corteza Insular (CI) sugicren que csta region del cerebro juega un papel
’ de informacién gustativa (Bures 1998a) (ver Esquema 1).
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Esquema 1- Principales vias del procesamiento de Ia informacién gustativa y visceral,

Informacién gustativa: El estimulo gustativo gencra, cn la lengua, un potencial de accién conducido a través
el nervio el nervio VII (Corda Timpani CT) hasta el Nucleo del Tracto Solitario Rostral (NTS rostral) (Kicter
1985). Posteriormente la informacién gustativa es enviada a las células del Nicleo del Parabraquial medial
(PBN mcdial). Esta estructura presenta comunicacién directa con la Corteza Insular (CI) (Lasitcr et al 1982) y

una bifurcaci6n en donde la informacién gustativa asciende y d de: la via d se dirige al Tilamo
Ventroposteromedial (VPM), de donde se proyccm als Cl la via descendente se dirige hacia diversas
estructuras del cercbro basal como ¢l hip i y al Hipotil Lateral (HL) que

proyecta al niscleo de la base estrin terminales (BNST), ¢l cual a su vez se encuentra comunicado conlaCl,
Otra proyeccién del parabraquial se dirige a la Amigdala Central (AC) y a h Amigdala Basolateral (ABL),
ambas estructuras envian la informacién gustativa a }a CI (Burces ct al 1998).

Informacién visceral: El nervio vago censa y envia la infc visceral ( ) del tracto
gastrointestinal al Nucleo del Tracto Solitario Caudal (NTS caudal). En ¢l torrente sanguinco ¢l Arca
Postrema (AP), que actia como quimiorreceptor para cicrtas toxinas (e.g. LiCl), conducc la informacisn
hasta el NTS caudal. De esta estructura, la informacién visceral es mandada al Nicleo Parabraquial bteral
(PBN lateral), donde la informacién visceral se bifurca: la via ascendente se dirige al nicleo del Talamo
Ventroposterolatcral (VPL) que proyecta a ln CI; ta via descendente se dirige hacia diversas estructuras del
cerebro basal como el hi P i y al hipotél lateral (I1L) que proyecta al nicleo
de 1a base cstria lcrmmnlls (BNST), este a su vez sc comunica con la Cl. Otra proyeccitn de esta via se dirige
a la Amlgdala Central (AC), donde la informacién visceral es enviada a la CI (Bures ct al 1998).

Como se observa la CI recibe aferencias de pricticamente todas las cstructuras involucradas en el
procesamicnto de la informacion gustativa y visceral.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La corteza insular estd especialmente involucrada en el aprendizaje y la retencién de
conductas guiadas por ¢l gusto, existe cvidencia experimental que indica que la corteza
insular participa activamente en la representacién mneménica del sabor y de sus
consecuencias viscerales post-ingestién, Tanto el CAS como la AN son paradigmas que
dependen de ia usociadién entre un estimulo gustativo (preferentemente novedoso) y sus
consecuencias viscerales postingestionales. Se ha reportado que la inycccién bilateral de
Escbpolaminn y AP-5 (2amino-5-acido fosfonovalerico) en la corteza insular antes de la
presentacion dc] estimulo novedoso interfieren con el aprendizaje gustativo (degradan el
aprendizaje del CAS) (Naor y Dudai 1996, Rosenblum et al. 1997, Gutierrez ct al. 1999b,
Berman ct al."2000); sin embargo el papel de la corteza insular en la atenuacién de la
neofobia es aiin desconocido.

Se pic‘nsa que la activacién de los receptores muscarinicos en la corteza insular
codifica la novedad, mientras que los receptores NMDA cstin relacionados con la
consolidacién de dicha asociacion (Ferrcira et al 2002). El paradigma empleado en esta
tesis utiliza solo un estimulo (sabor novedoso), y nos permite medir de manera selectiva
dos componentes conductuales: uno que requicre la deteccién de la novedad (ncofobia) y
otro, que requierc el reconocimiento de ocurrencia previa (AN). Estc trabajo estd
disefiado con el fin de valorar ¢l papel que desempefia la corteza insular en la atenuacién
de la neofobia, en particular el de los receptores muscarinicos y NMDA, mediante el usode .
sus respectivos antagonistas (Escopolamina y AP-5), aportando con cllo informacién que
ayude a entender cual s la funcidn de estos receptores en la integracién de la informacién

gustativa,
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MATERIALES Y METODOS

Sujetos

Se utilizaron 248 animales Wistar machos con un peso entre 260-300 g. al inicio del
experimento. Todos los animales fueron colocados en cajas individuales y mantenidos en
un ciclo de 12 hrs, luz-oscuridad. Toda manipulacién fue realizada durante la fase de luz.
Al 1mclo ;dek;:jndx; éiéeﬁﬁiento, las ratas fueron contrabalanceadas por peso y asignadas a
los distintos grupos experimentales. Las ratas tuvieron agua y comida ad libitum excepto

durante los procedimientos conductuales.

Firmacos
* Sc utilizé6 como vehiculo y como solvente una solucién Fisiolégica Ringer
(118 mM NaCl, 4.7 mM KCi, 1.2 mM KH;PO;, 1.2 mM MgSOq4, 2.5 mM
CaCh, 19 mM NaHCOj3, 3.3 mM Glucosa),
s Como antagonista de los receptores muscarinicos: hidrobromuro de
cscopolamina (SIGMA).
e Como antagonista de los receptores NMDA: D,L-2-amino-5- 4cido

fosfonovalerico (AP-5) (SIGMA).

Procedimiento quirirgico
Implantacién de cinulas

Los animales fucron anestesiados con pentobarbital sédico (65 mg/Kg de peso) y
colocados cn un aparato cstereotixico. Se implantaron cinulas bilaterales 2.5 milimetros

arriba de la corteza insular, con basc en las coordenadas de Paxinos (Paxinos y Watson
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1986); AP=+1.2, LA’I‘j—':l:iS. DV=3 con respecto a Bregma. Las cdnulas se fijaron al crineo

por medio de dos ibfnillos y acrilico de dentista,

- Lus ‘ram; fccil;fe;c;n"unA'inycccién bilateral utilizando una aguja dental conectada a
una Bomba de ;ml oinﬁlsfé‘r’\"a ﬁavés de una tuberia de polictileno. La aguja se introdujo y
guiudd 'ypérf las cénulas i{&;;m Ia corteza insular (DV=5.5). Se inyect6 un volumen de 0.5
ul/ludo'_cr-xku:n tiélﬁ]vakc;;bt’ul de 1 minuto. Para permitir una mejor difusion del firmaco la
nguj?x fué rétimaﬁ 2 minqtos después de haber terminado la inyeccién.
Los farmacos se disolvieron en Ringer Fisioldgico. Las concentraciones empleadas de los
farmacos fucron: para escopolamina 60 pg/ul; y para AP-5 10 pg/pl. Estas concentraciones
se escogicron de acuerdo con reportes previos (Naor y Dudai 1996, Berman et al. 2000,

Gutierrez ct al, 1999).

Histologia

Al final del experimento, para verificar el sitio de inyeccidn, las ratas fueron
sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital. Los animales fueron microinyectados con
azul de pontamina y postcriormente perfundidos a través de la aorta ascendente con
solucién salina (0.19 M NaCl) seguida de paraformaldehido al 4% en buffer 0.1 M de

fosfatos.




Procedimiento conductual

Cinco dias después de la implantacién dc las cdnulas a todos los animales se les
retiré el agua durante 24 hrs, En los siguientes tres dias se registré el consumo diario de
agua, cste consumo estaba restringido a 15 minutos por dia, con la finalidad de estabilizar
el consumo de agua (establecer la linea base). El cuarto dia el agua fue sustituida por una

solucién de sacarina y se realizé el ensayo correspondiente al grupo:

Neofobia y Atenuacién de la Neofobia

Para este procedimiento conductual se usé una versién modificada del protocolo de
Domjan (Domjuh(l976), En el cuarto dia se midié la respucsta ncofébica mediante la
presentacién desacarina 0.5% (p/v) a la que los animales tuvieron acceso durantc 15
minutos;‘deéﬁt;és dc esto, las ratas tuvieron acceso a un bebedero con agua durante otros 15
minutos,;kc‘sité;;'(':vct:‘n"smﬁo adicional de agua se realiz6 para ascgurar que los animales
cubricran sus requerimientos diarios de liquido, Este procedimiento se repitié durante los
siguientes 4 dias (dias 5-8) con el fin de medir la Atenuacién de la Neofobia.
La respuesta neofébica s¢ analizé en términos de la reduccion en el consumo del sabor
novedoso, ¢s decir, comparando el primer consumo de sacarina 0.5% con el de la linea
base, mientras que la atenuacién de la neofobia se midié con base al incremento en cl

consumo de sacarina en las siguientcs presentaciones.

Condicionamiento Aversivo a los Sabores
En ¢l cuarto dia se realizdé el ensayo de adquisicién del CAS. Se presentd a los
animales una solucién de sacarina 0.1% (p/v) a la que tuvicron acceso durante 15 minutos;

15 minutos después de haber sido retirada la sacarina las ratas recibieron una inyeccién

12
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intraperitoncal dcv04v'M:L'i:C‘l‘:’(7.5 mVKg. de peso). En los dias cinco y seis, las ratas

tuvicron acceso kziliugua (15 muﬁ/din). 72 horas después del ensayo de adquisicién se realizé

el ensayo de’ prueba, esto-es, se les presenté nuevamente sacarina. El consumo de csta

presentacion se usé como indicador de la aversion,
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RESULTADOS

E.1-Participacién de los receptores NVMIDA y muscarinicos en la neofobia

y la AN

El CAS es un paradigma conductual que depende de la asociacién entre un estimulo
gustativo (preferentemente novedoso) y sus consecuencias viscerales postingestionales
(malestar). Se ha reportado que la inyeccién bilateral de Escopolamina y AP-5 en la
corteza insular antes de la presentacion del estimulo novedoso bloquea el aprendizaje del
CAS. Se piensa que la activacién de los receptores muscarinicos en la Cl codifica la
novedad, mientras que los receptores NMDA estin relacionados con la consolidacion de
dicha asociacion (Ferreira et al 2002).

El paradigma empleado cn esta tesis utiliza solo un estimulo (sabor novedoso), y
nos permite medir de manera sclectiva dos componentes conductuales; uno que requiere la
deteccién de la novedad (neofobia) y otro, que requicre el reconocimiento de ocurrencia
previa (AN). Para valorar la participacion de los receptores NMDA y muscarinicos tanto
en la respuesta neofébica como en la AN, los firmacos (AP-5 y Escopolamina) fucron

inyectados antes de la primera presentacion de sacarina.

Disefio Experimental

Los animales se separaron cn cuatro grupos y s¢ someticron al procedimiento
conductual para neofobia y AN. Tres grupos se canularon y 20 minutos antes de la primera
presentacion de la sacarina 0.5% (dia 4) recibieron, de acuerdo al grupo al que pertenccfan,

inyccciones bilaterales en la CI de: Escopolamina (Grupo Scop n=13), AP-5 (Gpo. AP-5
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n=13) o Ringer (Gpo. Vchiculo n=10). El cuarto grupo sc utilizé como control intacto

(Gpo. Crl/I n=13).

Resultados

No hubo diferencias en el consumo de la linca base entre los grupos [ANOVA de
una vin, Fg3,45y=0.24; p>0.05]. El consumo promedio de agua de la linea base (dias 1-3) para
cada uno de los grupos Ctrl/I, Vehiculo, Scop y AP-5 fue 13.7%1, 14.1£0.7, 14.3:0.6 y
13.6+0.4, respectivamente.

Todos los grupos mostraron una fucrte respuesta neofdbica, aun a pesar de los
tratamientos farmacoldgicos (figura 1). En la primera presentacion (dia 4) no hubo
diferencias sigﬁiﬁcalivas ni en el consumo de sacarina (Fg.45=1.15; p>0.05), ni en el
consumo total (sacarina + agua). El consumo total promedio fue 17.5%1.1, 16.6%1.3,
15.0740.8 y 15.5£0.8 para los grupos Ctrl./], Vehiculo, Scop y AP-5, respectivamente. Esto
revela que ninguno de los tratamicentos altera ni el consumo de liquidos, ni Ia respuesta
neof6bica.

En la segunda presentacién (dia 5) se encontraron diferencias significativas entre
grupos (F,45=13.9 p<0.001). Un andlisis Post hoc revel6 que el grupo Scop, comparado
con el resto de los grupos, atin presenta respuesta neofébica (Fisher, p’s<0.05). Esto sugicre
que la escopolamina previene la AN (ver dia 5, figura 1). Sin embargo este cfecto no es
permancnte, ya que a partir de la tercera presentacién (dia 6) los animales del grupo Scop
atenuaron normalmente (ver dias 6-7, figura 1). La aplicacién de AP-5 no tuve cfecto

sobre Ia AN.
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Figura 1. Efecto sobre la ncofobia (dia 4) y la AN (dfas 5-7) de la inyeccién de Vehiculo
(Vch), Escopolamina (Scop) y AP-5 en CI 20 minutos antes de la presentacién de la
sacarina, La linea puntcada representa el consumo promedio de la linea base. Diferencia
significativa: ** p<0.01

E.2-Participaci6n de los receptores muscarinicos en la consolidacién de la

AN

Para conocer el efecto de los fairmacos en la consolidacion de la AN los antagonistas

fucron inyectados 15 minutos después de la primera presentacion del sabor (dia 4).

Diseiio Experimental

Se usaron cuatro grupos. Los grupos fucron los siguientes: Scop-Post (n=13), AP-5-
Post (n=8) y Vehiculo-Post (n=12). Adicionalmente, para descartar una posible supresién
inespecifica en el consumo de sacarina inducida por la escopolamina, un grupo (Scop-Post5
n=8) recibié una inyeccién de escopolamina 30 minutos después de la segunda

presentacién (dia 5).
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Resultados

No hubo diferencias significativas entre grupos tanto cn ¢l consumo de la linea base
(Fi3379=.24; p>0.05) como en la respuesta ncofdbica a sacarina (F3,37=.9; p>0.05). Como sc
muestra en la figura 2 la inyeccién de escopolamina 15 minutos después de la primera
presentacién de sacarina también previene la AN (Fi,37=11.8; p<0.001). Una prucba
post hoc de Fisher mostré que sélo ¢l grupo Scop-Post es significativamente diferente al
resto de los grupos (p<0.001). Esto significa que ¢l grupo Scop-Post consumié en la segunda
presentacién una cantidad similar a la primera (ver dia 5, figura 2). La inyeccién de AP-5,
15 minutos después de la primera presentacion de sacarina, no tuvo efecto sobre la AN, El
consumo promedio diario para este grupo (AP-5-post) del dia 4 al 7 fue (en ml) de 3.5+.6,
10.3£1.6, 13.5%1 y 15.6+.8, respectivamente.

Por otra parte, la inyeccién de escopolamina no indujo un decremento inespecifico
del consumo de sacarina. Una prucba de t no apareada mostré que no hay diferencias
significativas entre los grupos Scop-PostS y Vehiculo-Post (t(n)—-l 69; p>0.05) en el dia 6.
Sin cmbargo, una prueba de t npareada entre los dfas 5 y 6 scﬁnlé que el grupo Scop-Post5
1o incremento su consumo de sacarina (t(a)-O 57; p>0 05), mlentms que el grupo vehiculo

si lo hizo (t11)=-3.1; p<0.05)."
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Figura 2. Cada punto representa cl consumo promedio diario: agua de dia 1al 3; sacarina
del dia 4 al 5. La escopolamina (Scop-post) o el vehiculo (Vehiculo-post) fueron inyectadas
15 minutos después de la primera presentacion de sacarina (d& 4). El grupo Scop-PostS

recibié la inyeccién de escopolamina inmediatamente después de la segunda presentacién
(dia 5). Diferencia significativa respecto a su correspondiente grupo control: **p<0.01.

E.3-Ventana temporal de participacion de los receptores muscarinicos en
la AN

Se sabe que la AN es un proceso gradual que ticne lugar entre las cuatro y ocho
horas después de la primera presentacion del sabor novedoso (Nachman y Jones, 1974)
(Green y Parker, 1975). Por otra parte, la inyeccién Escopolamina en CI, antes o después de
la primera presentacién de sacarina previene la AN (ver figuras 1 y 2). Lo anterior sugicre
que probablemente para este proceso, la actividad de los receptores muscarinicos es
necesaria durante un cierto intervalo posterior a {a presentacion del estimulo. Por cllo se
traté de determinar la ventana temporal de participaciéon de los receptores muscarinicos,
mediante la inyeccién de escopolamina en Cl a distintos tiempos después de la presentacién

del sabor novedoso .




Diseilo Experimental

Se usaron sicte grupos a los que se les aplicd, después de la primera presentacion de
sacarina (dfa 4), una inyeccién de escopolamina en alguno de los siguientes tiempos: 15
min (n=8), 30 min (n=8), 2 lrs (n=5), 4 hrs (n=9), 8 hrs y 12 hrs (n=9). Un grupo adicional
{Gpo. Veh) recibié soluciénkrir’lg‘cr 30 minutos después de la primera presentacién (dia 4),
este grupo se usé como control, Veinticqatrb horas después del primer consumo, todos los

grupos tuvieron la segunda prqscntacién del ‘sabor (dia 5).

Resultndos

En la pnmem prcsentaclén se “observé una fuerte respuesta neofébica en todos los

grupos (F(649)=0 43, p 05) Sm embnrgo, se encontraron diferencias significativas entre
grupos en la AN (F(s 49,—9 .4; p<0.05). Una prucba post hoc apareada de Fisher mostré que
los grupos lSmm, 30min y 2hrs cran significativamente diferentes del resto de los grupos
(p'5<0.01). No se encontraron diferencias entre los grupos 8hr, 12hr y el grupo Vehiculo.
Esto indica que todos los grupos que recibieron k inyeccién de escopolamina en las 2
primeras horas después de la presentacidon del sabor (dia 4) no incrementaron en la
presentacién subsecuente (dia 5) su consumo de sacarina, micntras que la inyeccion de
escopolamina en intervalos mayores o iguales a 8 horas no tienen efecto sobre la AN, El
grupo de las 4hr fue diferente al resto de los grupos (p's<0.05) indicando que la inyeccion
de escopolamina a este tiempo afecta, aunque no con la misma intensidad que en tiempos

menores, la AN,
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Figura 3. Curso temporal del efecto de la inyeccién de escopolamina después de la
presentacion de sacarina a distintos intervalos (0- 12 hrs,). La AN esta expresada como el
promedio de las diferencia en el consumo de sacarina entre los dias 4 y 5. Un valor igual a
cero (linea punteada) indica un consumo igual en ambos dias. Cada cuadrado corresponde a
un grupo y su tiempo de inyeccién, La barra negra indica el tiempo de duracién del estimulo
gustativo novedoso. El circulo representa al grupo Vehiculo. Diferencia significativa con
respecto al grupo Vehfculo: *p<0.05; **p<0.01.

E.4-Administracién repetida de Escopolamina

La activacién de los receptores muscarinicos parece jugar un papel determinante
para la AN, el bloqueo de estos receptores antes o después de la estimulacion gustativa
previene la AN. Una posible explicacién, al menos en ¢l caso en que la inyeccién es previa
al estimulo novedoso, es que este tratamiento induzca un aprendizaje dependicnte de estado
(la atenuacién inicia en cstado farmacoldgico distinto). Con el propésito de valorar més
extensamente la participacion de los receptores muscarinicos en la AN y determinar si la
administracién repetida de escopolamina puede prevenirla, se inyectd escopolamina antes y

después de la primera y segunda presentacién de sacarina.
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Sc usaron cuatro grupos, divididos de la siguiente manera: dos grupos recibicron
una inyeccién de cscopolamina (D-Scop-Pre, n=9) o solucién ringer (D-Vchiculo-Pre,
n=10) 20 minutos antes de la primera y segupda presentacién; los dos restantes recibicron
una inyeccién de escopolamina (D-S#:op-Post, n=8) o solucién ringer (D-Vchiculo-Post,

n=10) 30 minutos después de la primera y segunda presentacion.

Resultados

No hubo diferencias significativas entre grupos en cl consumo de la linca base. Un
ANOVA dc medidas repetidas [dfas 4-8 x grupos] mostré: a) diferencias significativas
entre grupos (Fi33n=11.3; p<0.001); b) un efecto significativo en cl dia de presentacién
(Fua29= 126.4; p<0.001); c) intcraccién entre dias y grupos (Fuzi24p= 13; p<0.001). Una
prueba de Fisher post hoc indicé que los grupos D-Scop-Pre y D-Scop-Post no son
diferentes entre ellos, pero si son diferentes de los grupos Vehiculo-Pre y Vehiculo-Post
(figura 4). Estos rcsultados muestran que los grupos que recibicron inyecciones de
escopolamina no incrementaron su consumo de sacarina, ¢s decir, la administracién de
escopolamina en las dos primeras presentaciones previno la AN,

Por otra parte, ya que la escopolamina previno la AN aun cuando los animales bebieron
sacarina bajo el mismo estado farmacolégico en la primera y segunda presentacion, queda
descartada la posibilidad de que la escopolamina induzca un aprendizaje estado

dependiente (Morilak, Orndoff, ct al. 1983).
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Figura 4. Cada punto representa ¢l consumo promedio. Scop o Veh indica inyeccion de
escopolamina o vehiculo respectivamente. Los grupos “pre” fuero inyectados 20 minutos

antes, los grupos “post” 30 minutos después de la primera (dia 4) y segunda (dfa 5)
presentacién del sabor. Diferencia significativa con respecto al grupo control: **p<0.01.

E.5- Efecto de la escopolamina y el AP-5 sobre el CAS

Para saber si las dosis y los volimenes de los firmacos empleados en estos
experimentos tenfan cfecto fisiolégico, valoramos los cfectos del AP-5 y la escopolamina
sobre aprendizaje del CAS a sacarina a 0.1% (se sabe que csta tarca s sensible a estos

tratamientos) (Ferreira ct al. 2002).

Diseiio Experimental

Se formaron 6 grupos: Vehiculo-Pre (n=9), Vehiculo-Post (n= 7), Scop-Pre (n=7),
Scop-Post (n=9), AP-5-Pre (n=7) y AP-5-Post (n=9). Los grupos “Pre” fuecron inyectados
20 minutos antes de la primera presentacién de sacarina, los grupos “Post” fueron
inyectados inmediatamente después de la presentacién del sabor. Un grupo adicional
permaneci6 sin operar como control intacto (Ctrl n= 7). A todos los grupos se les indujo

malestar 15 minutos después de terminada primera presentacién del sabor (sacarina 0.1%).
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Resultados

No sc encontraron diferencias significativas entre los grupos en el consumo de la
linca base (Fs41=1.9; p>0.05). Un ANOVA de dos vias [tres tratamicntos {Scop, AP-5y
Vehlculdj x 2 tiempos de inyeccién {antes y después de la presentacién del sabor} ] mostré
diferéﬁéias significativas entre tratamientos (F2,41)=5.6; p<0.05), y tiempos de inyeccién
(F(|;4;)=27.9; p<0.05), ademds de interacciones significativas entre estos (F(41)=6.7;
p<6.65) (figura 5). Una prucba de Fisher post hoc mostr6 que sélo los grupos Scop-pre y
AP;S-pm afectan el CAS. La escopolamina y ¢l AP-5 interficren con el aprendizaje del
CAS sélo cuando son aplicados antes de la presentacién del sabor novedoso (figura 5),

esto concuerda con lo antes reportado (Ferreira ct al 2002).
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Figura 5. Efecto de la escopolamina y el AP-5 sobre ¢l CAS. La aversion esta expresada
en porcentaje respecto al consumo promedio de agua cn la linca base. Los farmacos fucron
inyectados antes de la primera presentacién de sacarina (EC) o entre la primera
presentacion  y ¢l LiCl (EC-EI). Diferencia significativa respecto al grupo control:
*4+p<0.01.
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E.6- ;Funciona la Escopolamina como estimulo incondicionado?

Una explicacién alternativa de los cfcctos de la escopolamina sobre la AN podria
ser la siguiente: Ia escopolamina funciona como un estimulo incondicionado que se asocia
con el sabor novedoso (desarrgllan aversién al sabor), y por cllo los animales no
incrementen su_consumo’ dé gaénﬁhn. Con cl fin de evaluar esta hipétesis se inyectd

cscopolnmina nntes después de la primera presentacién de sacarina a 0.1%. Se redujo la

concentmci(m Vde sacnrma debido a que: la respuesta ncofébica a csta concentracién no es
tan fuertc (Domjan 1977), esta s la concentracién comiinmente utilizada cn los estudios de
CAS (Bures 1998b). Entonces, si la escopolamina sirve como estimulo incondicionado, los
animales mostraran en la segunda presentacién una reduccion significativa en el consumo

con respecto a la primera presentacion.

Diseiio Experimental

Se formaron 4, dos grupos recibieron una inyeccién de cscopolamina 20 minutos
antes (Scop-Pre n =8) o inmediatamente después (Scop-Post n =9) dc la primera
presentacién, los otros dos grupos recibieron ringer en los mismos tiempos (Vehiculo-Pre n

=9; Vehiculo-Post n =9).

Resultados

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en el primer consumo
de sacarina (F3.31)=1.35; p<0.05). Los promedios en el consumo de sacarina fueron:
Vehiculo antes 13.130.6, Vchiculo después 11.8+0.9, escopolamina antes 11.240.5 y ‘

escopolamina después 11.2+0.9. Como b muestra la figura 6, ninguno de los grupos bebid
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cn la- segunda prescntacién menos sacarina con respecto a su primer consumo. Esto

demuestra que la p ina no fi

como estimulo incondicionado.
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Figura 6. Efecto de la inycccion de cscopolamina en CI 20 minutos antes o
inmediatamente después de la primera presentacion de sacarina 0.1%. Las barras indican el
consumo de la segunda presentacion expresada en porcentaje respecto al primer consumo.
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DISCUSION

El efecto de la escopolamina

Los resultados obtenidos muestran que la inyeccién de escopolamina interfiere con
el proceso de la atenuacién de la neofobia. Este cfecto, que se traduce en un bajo consumo
de sacarina, no cs inespecifico ya que la inyeccién de escopolamina no afecta el consumo
de una solucién familiar; tampoco es permanente, ya que una vez que el tratamiento
farmacoldgico es suspendido, y ain después de dos inyecciones del firmaco, la AN ocurre
normalmente. La escopolamina previenc la atenuacién de la neofobia incluso cuando los
animales bebicron sacarina bajo ¢l mismo estado farmacolégico en la primera y segunda
presentacion del! sabor, esto demuestran que la escopolamina no induce un aprendizaje
estado dependiente. Ademds, la escopolamina no funciona como estimulo incondicionado.
Lo anterior apunta a que, probablemente, la inyeccidén de escopolamina previenc la AN

haciendo que el sabor permanczca como novedoso cn la siguicnte presentacién.

La Atenuacién de la Neofobia y la Neofobia como procesos disociables

El paradigma cmpleado cn csta tesis permite medir de manera selectiva dos
componentes conductuales: uno que requiere la deteccién de la novedad (ncofobia) y otro,
que requiere ¢l reconocimicnto de ocurrencia previa (AN). Usando este protocolo, se
encontr6 que ninguno de los tratamicntos aplicados, ni la cscopolamina ni ¢l AP-5,
interficren con la respuesta neofébica, lo que hace pensar que estos tratamientos no afectan
ni la percepcion del sabor (los atributos fisicos), ni la discriminacion de la novedad. Sin
embargo, la inyeccién de escopolamina afecta la Atenuacién de la Neofobia, suprimiéndola.

Este cfecto supresor de la cscopolamina sobre la AN no es permancnte (basta una
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presentacién en ausencia dél firmaco para que el proceso de atenuacion inicie o continte), y
ocurre §i el firmaco es aplicado antes o después de la presentacién del sabor. Estos
resultados evidencian una clara disociacién cntre la AN y la ncofobia (incluyendo la
percepcién del sabor), sugiriendo que ¢! TMG procesa esta informacién de manera
independiente y probablemente en estructuras distintas.

En este sentido, se han encontrado importantes deterioros de la respuesta neofébica
inducidos por lesiones del nicleo parabraquial (Reiklly y Trifunovic, 2001) y la amigdala
(Nachman y Ashe, 1974), Ademds, la infusién de AP-5 en el nicleo accumbens disminuye
la neofobia a alimentos (Bums ct al. 1996) ¢ interfierc con la deteccién de la novedad
espacial y de objetos (Usiello et al. 1997). Una posible explicacion, que integra estos datos y
los resultados aqui presentados, s que la neofobia al sabor esta mediada principalmente por
estructuras lfmbicas y corticales, mientras que la AN requicre de la participacién de

componentes corticales y subcorticales.

Funcién de los receptores muscarinicos y 1a ACh

Es un hecho conocido que la neurotransmisién colinérgica juega un papel crucial en
los procesos de atencion, aprendizaje y memoria (Giovannini et al 2001). Existe cvidencia
farmacolégica que muestra que los receptores muscarinicos estdn involucrados con el
aprendizaje y almacenamiento dc la memoria en humanos, primates y roedores (Hasselmo
y Bower 1993) (Massey et al 2001). Sin embargo, la funcién del sistema colinérgico atin
no es clara,

Se ha reportado que el sistemna cortical colinérgico sc activa cuando los animales
entran en contacto con varias clases de estimulos novedosos (e.g. tonos, objetos,

ambientes), entre ellos estimulos gustativos, Sin embargo, parece no existir una relacién
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sencilla entre: l’n ACh Y las difglrentes conductas durante las cuales su incremento es
de(ccladé.» Reéféntemér;tc' ge enconiré que el consumo de sacarina novedosa, induce un
incréménto eknj’likl hbcmctén d:e ACh en la CI. Por lo cual se ha propuesto que la ACh podria
estar codiﬁéaﬂt{o IQ novedud dcl sabor (Miranda ct al 2000). Los resultados aqui obtenidos
csl"lnv d"e acuéfdd con esa idea, y méds ain, sugieren que la ACh, a través de los receptores

muscarinicos, desencadena los procesos celulares involucrados en la AN.

Los receptores muscarinicos y Ia CI

Se especula que la formacién del TMG necesita la participacién cortical. Sin
embargo, su actividad puede mantencrse ain después de la decorticacién funcional, i.c. este
tratamiento no afecta el aprendizaje del CAS. Esto sugiere que ¢l TMG utiliza, para su
representacion, diversas estructuras cercbrales, probablemente estructuras del cerebro
medio como la amigdala lateral (Swank 2000), donde puede ser asociado a consecuencias
gastrointestinales aversivas (Burcsova y Bures, 1973). Contrariamente, la decorticacion
funcional después de la presentacion del sabor impide la AN (Burcsova y Bures, 1980), lo
que indica que los procesos implicados en la AN probablemente contindan en estructuras
corticales. Adicionalmente, la escopolamina interficre con el aprendizaje del CAS solo
cuando es inyectada antes de la presentacién sabor (figura 5) (Naor y Dudai, 1996), lo que
quiere decir que el sistema colinérgico cortical estd implicado en la formacién, pero no en
la asociacién de consecuencias aversivas al TMG (Deutsch 1978, Kral 1971, Nadal 2001,
Miranda y Bermudez, 1999). Somprendentemente, la AN fue afectada por hyecciones de
escopolamina hechas aun después de la presentacién del sabor. Entonces, la AN requiere la

actividad de los receptores muscarinicos en la CI aiin después de la presentacion.
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Todo lo anterior sugiere que ¢! CAS.y lé AN inicialmente comparten un mismo {trazo
gustativo y que més tarde, para su asocxacxén y almnccnnmncnto. ambas conductas podrian

disponer de diferentes mccamsmos ncumlcs (Stcwart y Reidinger 1984, Braveman y Jarvis

1978) y funnacoléglcos (Buresova y Bures, 1980 ;Aguado et al.,, 1994, Ellis y Kesner,

1981).

En reportes previos se.encontrd quélla estimulacién eléctrica de la formacién
reticular del cerebro mcdiok ; (K / Bcﬁnan,, 1977) o la infusién de norepinefrina en la

amigdala basolateral (E"is Y;K

981) aésbués del consumo de un sabor novedoso
interficre con la AN, pcrd de : 1 aprendlzajc del CAS. Por lo tanto, es posible que
la asociacién de los componcn(cs scguro / aversive” al TMG puedan procesarse no sélo
por mecanismos dlstmtqs, sino” de manera independiente a través de componentes
subcorticales (c.g. formacién reticular del cercbro medio, amigdala) y corticales (CI). Cabe
recalcar que aun falta por determinar cl papel exacto de los receptores muscarinicos en el
CAS y la AN en estas estructuras subcorticales.

Los datos aqui expucstos revelan que la actividad temporal de los receptores
muscarinicos en la CI tiene un papel doble en la memoria gustativa: Participa en la
formacién del TMG yesta involucrado en cl aprendizaje y/o la consolidacién de la AN.
Ademds, recientemente se demostré que la inyeccién de escopolamina en CI antes de la
presentacién del sabor novedoso afecta la memoria del CAS a corto y  a largo plazo
(Ferreira ct al., 2002). Todo esto indica que la escopolamina interficre un paso comiin en
ambas conductas, probablemente la formacién del TMG. Esta idea coincide con informes
previos  hechos en  humanos(Petersen, 1977), monos (Aigner et al, 1991) y
ratas(Bohdanccky y Jarvik, 1967), en los que se encontr6, en tarcas no-gustativas, que la

formacioén del trazo de la memoria se ve afcctada por la escopolamina.
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Por otra parte. se snbc quc la AN es un proccso gradual que ticne lugar entre las
cuntro y ocho horas dcspués de In cxpenencm gustnlwn novedosa (Nachman y Jones, 1974)

(Green y Parker, . 1975) Adlclonulmente la escopolnmma picerde gradualmente su cfecto

sobre Ia ‘AN (2-8 horas despues dc In prcscntacxén del sabor novedoso) (figura 3). Esto
seﬁula que la escopolamina interfiere en fases medlas, y probablemente en fases tardias, del

proceso de atenuacién o en el de su consolidacién, -

Los receptores NMDA

Se ha reportado que los receptores  NMDA tienen un papel importante en la
consolidacién de la memoria gustativa a‘\(ersbi:\"n (Guticm:z et al 1999b, Yasoshima et al.
2000, Rosenblum et al,, l997'B§rman et ai ‘2000) Contrariamente, los receptores NMDA
de la CI no participan en la AN Este resul(ndo apoya la idea de que ¢l bloqueo de
receptores NMDA no interfiere con el TMG asewmclén que coincide con el hecho de que
el antagonista del los receptorgs NMDA afecta solo la memoria a largo plazo del CAS
(Ferreira et al.,, 2002). Estos reéul;ndos indican que el AP-5 no interfiere con el trazo
gustativo, ni su asociacién a consecuencias aversivas, pero csta asociacién no se consolida
en una memoria més estable. Recientemente se encontré que durante la exposicién a un
ambiente novedoso o a una segunda exposicion al mismo, no hay cambio cn la liberacién
de glutamato en la corteza parietal (Giovannini et al. 2001). Tampoco se¢ encontraron
cambios en la liberacion de glutamato cn la corteza insular después de la presentacién de un
sabor novedoso (Miranda et al., 2002). Esto sugiere que la actividad cortical del glutamato
no es modulada por h grado de familiaridad o novedad de los cstimulos. Ademds, se ha
propucsto que la actividad glutamatérgica en la amigdala sefializa cstimulos viscerales mas

que estimulos gustativos durante la adquisicion del CAS (Miranda et al., 2002). Por lo
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lanto; el hecho (_!c'quc cl AP-S no afectara la AN, aiin cuando la concentracién y el volumen
inycctm‘ic; eﬁ éuﬁéiente para afectar ¢l aprendizaje del CAS (figura 5), es consistente con la
lilemtl'lr;x.‘ ée‘hix acmostmdo que la inyeccion sistémica de ketamina (un antagonista no-
con;pt:‘t;il,iv'(j)tc?t‘a‘ lbs receptores NMDA), bloquea el aprcndizaje del CAS (Welzl ct al., 1990)
pe‘rc‘) n<v>"lyn A.N (Aguado et al., 1994). Todos estos dgtos en conjunto sugicren que la AN
puede c(;‘rk\s’ckrvar‘sc en:mecanismos insensibles: al ‘bioqﬁeo de receptores NMDA ¢n la

corteza insular,
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CONCLUSIONES

La respuesta ncofébica y la percepcion gustativa, son eventos independientes de la

actividad de los receptores muscarinicos y NMDA en corteza insular,

El trazo de la memoria gustativa se forma de manera simultanea a la ingesta,
probablemente inmediatamente después de que el animal ha probado el sabor y depende de
la actividad del sistema colinérgico cortical, en particular, de la activacién de los receptores
muscarinicos en la corteza insular. Ademds esta activacién podrfa estar relacionada con
ciertas propicdades particulares del estimulo gustativo como la novédad.

El sistema colinérgico cortical esta involhqi'xidd en la foqﬁécién del trazo gustativo
de la memoria pero no en la asociacién y él al@qcéﬁérﬁfcnto de este con consecuencias

aversivas,

La activacién de los receptores muscarinicos en la corteza insular es un paso

necesario para la atenuacién de la ncofobia.

La atenuaci6n de la neofobia ¢s un proceso gradual que tiene lugar entre las 2-8 hrs,
después de la ingestidon, cste proceso no solo requiere la activacién de los receptores
muscarinicos, sino también de su actividad varias horas después de la estimulacién

gustativa,
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La actividad temporal dc los receptores muscarinicos cn la corteza insular participa
en bs procesos relacionados con la formacién de la atenuacién de la neofobia asi como en

la consolidacién de esta.

La asociacién del trazo de la memoria gustativa con consecuencias no-aversivas
requierc de la participacién de los receptores muscarinicos, pero ¢s independiente de la

actividad de los receptores NMDA.

La actividad glutamatérgica no esta modulada por el grado de novedad o
familiaridad del cstfmulo, La formacién del trazo gustativo de la memoria cs independicnte
de la activacion de los receptores NMDA en corteza insular, Sin cmbargo, la activacién de

estos receptores jucga un papel importante para ¢l CAS.

Existe una clara disociacién entre la atenuacién de la neofobia y la neofobia,
sugiricndo que el trazo de la memoria gustativa procesa esta informacién usando vias
independientes y probablemente estructuras  diferentes. La ncofobia esta mediada
principalmente por estructuras subcorticales y limbicas, mientras que, probablemente, la

AN requicre de componentes corticales y subcorticales.
Para su formacién, la atenuacion de la ncofobia depende del componente seguro, y

el CAS del componente aversivo. Ambos aprendizajes comparten inicialmente ¢l TMG

pero pueden usar estructuras y vias distintas para su asociacién y consolidacién.

33




TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

La inyeccién de cscopolamina en'corteza insular antes de la presentacion del sabor

novedoso interficre con un pasé’ cqmﬁh a ambos paradigmas (CAS/AN), probablemente la
formacién del trazo de la memoria guSlutivn. :

Malestar

Liberacién de glutamato
*Activacién de los INMDA
*Codificacién de la i, visceral

L D

Presentacion del

sabor novedoso

«Liberacién de ACh

«Activacién de los

rMuscarinicos

*Formacién del TMG
Ausencia de Malestar
Actividad sostenida de los

rMuscarinicos
*Inicia la AN
2.R de los

en la corteza insular relacionados con la memaria gustativa,
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Figura 7. Representacion gréfica de la tcoria de la scguridad aprendida “learned safety™.
Esta teorfa propone, que la atenuacién de la neofobia depende de la asociacion de un sabor
con consccuencias no-aversivas, i.e. la ausencia de malestar determina si es seguro
consumir la sustancia. Entrc mayor sca el intervalo temporal (#) entre la presentacién del
sabor novedoso y la presencia de malestar (g-¢), menor es la intensidad (firerza) de la
aversién; micntras que inversa y simultincamente la scguridad (preferencia) aumenta

(Nachman and Jones, 1974).
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