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ABL amigdala basolateral

AC adenilato ciclasa

ACE amigdala central

ACh acetilcolina

AMPA Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico
AN atenuacion de la neofobia

AP anteroposterior

AP5 Acido DL-2-amino-5-fosfovalérico

CAS condicionamiento aversivo a los sabores
Cl corteza insular

DFIL deteccion por fluorescencia inducida por laser
DV dorsoventral

EC electroforesis capilar

FLC fosfolipasa C

FQ (3-(2-furoil)quinolina-2-carboxaldehido
GLUT glutamato

HL hipotalamo lateral

HPLC high performance liquid chromatography
i.p. intraperitoneal

L lateral

LC locus coeruleus

LCRA liquido cefalorraquideo artificial

MCP memoria a corto plazo

MLP memoria a largo plazo

NE norepinefrina

NMDA N-metil-D-aspartato

NPB nucleo parabraquial

NTS nucleo del tracto solitario

TTX tetradotoxina

VPL talamo ventroposterolateral

VPM talamo ventroposteromedial




El aprendizaje es un cambio en el comportamiento como consecuencia de modificaciones
neuronales debidas a la experiencia, mientras que la memoria es el proceso por el cual es posible
mantener y expresar ese cambio. El estudio de la formacién de la memoria es uno de los temas
que, por su complejidad requiere de aproximaciones que aporten informacion que pueda ser
integrada para elucidar los mecanismos que se llevan a cabo cuando formamos recuerdos; siendo
el aprendizaje gustativo uno de los modelos mas ampliamente utilizados para estos fines, el
contribuir a un mejor entendimiento de la sefializacién involucrada en los diferentes estimulos que
llevan a la formacion de este tipo de aprendizaje y la posible interaccion entre sistemas de
neurotransmision permitird avanzar en el conocimiento de los procesos de la neurobiologia del
aprendizaje y la memoria. El aprendizaje gustativo inicia cuando el animal consume un alimento
nuevo, el comportamiento normal es un consumo restringido del sabor desconocido, a lo que se
conoce como respuesta neofébica (miedo a lo nuevo). Si tras el consumo del sabor nuevo hay
efectos adversos como dolor gastrico o nauseas, se reduce su consumo en la siguiente exposiciéon
reflejando un aprendizaje gustativo de aversion, conocido como condicionamiento aversivo a los
sabores (CAS); por el contrario, si no se presentan consecuencias negativas, la sefial gustativa
sera almacenada como segura y en la siguiente exposicion se incrementard el consumo del
alimento reflejando el aprendizaje gustativo de lo seguro, modelo llamado atenuacion de la
neofobia (AN).

Entre las ventajas de emplear estos modelos de aprendizaje esta el conocimiento de las
estructuras involucradas en el procesamiento de la informacion gustativa y visceral que participan
en el aprendizaje gustativo. Una de las estructuras mas estudiadas ha sido la Corteza Insular (Cl),
se cuenta con amplia evidencia de la participacién de esta corteza en la formacién del aprendizaje
gustativo tanto de lo seguro como de lo aversivo especificamente a través de los sistemas
glutamatérgico y colinérgico. La liberacion extracelular de acetilcolina (ACh) en la Cl se ha
relacionado con la familiaridad de los estimulos gustativos, mientras que la sefal glutamatérgica se
relaciona con el procesamiento del malestar gastrico como lo indican datos de liberaciéon
extracelular y manipulaciones farmacolégicas intracorticales con antagonistas y agonistas de los
receptores de glutamato. En la Cl otro sistema de neurotransmision involucrado en el aprendizaje
gustativo es el noradrenérgico, particularmente se sabe que participa en la formaciéor del CAS pues
se cuenta con evidencia de que al bloguear los receptores B-adrenérgicos se afecta el aprendizaje
gustativo de aversion; sin embargo se desconoce si la sefial noradrenérgica esta involucrada en el
procesamiento del estimulo gustativo o en el del malestar gastrico.

Esta tesis se enfocd en el estudio de la liberacion extracelular en la Cl de dos
neurotransmisores: el glutamato y la norepinefrina; respecto al glutamato se han analizado
cambios en su concentracion extracelular en la Cl relacionados al aprendizaje gustativo de
aversion mediante monitoreos de fracciones de muestra de liquido cefalorraquideo de rata que
comprenden 15 minutos ya que la cuantificacion se lleva a cabo con ayuda de HPLC y el volumen
minimo de muestra requerido es de 20-30 ul, de manera que la liberacién de glutamato podria
apreciarse mejor obteniendo muestras en intervalos mas cortos presentando la necesidad de
aplicar nuevas técnicas que permitan lograr esto; respecto a la norepinefrina no se cuentan con
datos directos acerca de su liberacion relacionada al aprendizaje gustativo. De manera que el
objetivo del presente trabajo fue caracterizar la liberacion de glutamato y norepinefrina’ en muestras
de liquido cefalorraquideo de rata obtenido de la Cl por medio de microdidlisis en libre movimiento
durante la presentacion del estimulo gustativo y del malestar gastrico para analizar la posible
participacion de estos neurotransmisores en su sefalizacion. El reto experimental consistié en
realizar la cuantificacion en la misma muestra y de manera simultanea para contar con los datos de
liberacion extracelular de varios neurotransmisores al mismo tiempo, de manera que se llevé a



cabo mediante electroforesis capilar en su modalidad de cromatografia micelar electrocinética, una
técnica de reciente desarrollo que se ha aplicado escasamente en |as neurociencias.

Para cumplir con el objetivo planteado se estudiaron los siguientes eventos:

1) Liberacién de glutamato y norepinefrina al dar un estimulo gustativo por primera vez, como
una solucién de sacarina al 0.1% comparada con agua; donde se observé un incremento
en la liberacion de norepinefrina con la solucién de sacarina pero no con el agua y no se
apreciaron cambios en la liberacion de glutamato en ningun caso.

2) Liberacion de glutamato y norepinefrina al inducir malestar gastrico con una inyeccion
intraperitoneal de LiCl en comparacion con la inyeccion de NaCl, que no induce malestar
gastrico. En este experimento se observé un incremento en fa liberacion de ambos
neurotransmisores debido a la inyeccién del LiCl que en el caso de la inyeccién de NaCl no
se presentd en lo que respecta al glutamato, sin embargo no se vieron diferencias en la
liberacion de norepinefrina entre el grupo que recibié la inyeccién de LiCl y el que recibio la
de NaCl.

De los resultados anteriores se concluye que el incremento en la liberacion de glutamato
en Cl se presenté como parte de la sefializacion del malestar gastrico especificamente y no hay
cambios apreciables en la liberacion de este neurotransmisor relacionados al estimulo gustativo.
No asi en el caso de la norepinefrina que participa en la sefializacién del estimulo gustativo, ya sea
involucrando un proceso de atencion debido a la novedad o a la generacion de estrés debida a la
propia novedad,; el papel de este neurotransmisor en la sefalizacion del malestar gastrico dentro
de la Cl! no queda claro, lo cual da pie a nuevas preguntas para explicar con mas detalle su
participacién en el aprendizaje gustativo.
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1. Historia del estudio del aprendizaje y la memoria.

Una forma en la que los individuos interaccionan con el ambiente es a través del
aprendizaje, éste puede definirse como un cambio en la conducta debido a la experiencia
que permite a los organismos adaptarse a situaciones para las cuales su comportamiento
innato es inadecuado (Chance et al., 1999); el proceso por el cual es posible mantener y
expresar el cambio conductual antes mencionado se llama memoria. La forma en que se
adquiere, almacena y recupera la informacion guardada involucra procesos complejos que
poco a poco se han ido descubriendo y complementando como si se tratara de un
rompecabezas; inicialmente los filosofos estudiaron la memoria por medio de
introspeccion, analisis l6gico y argumentacion (Squire et al., 2000) sin embargo, esta

aproximacion era subjetiva y poco cuantificable.

En la busqueda de explicar algunos fenomenos mentales objetiva y
cuantitativamente, a finales del siglo XIX Hermann Ebbinghaus estudié por primera vez
sistematicamente el proceso mnemodnico proporcionando informacion experimental que
permitié clasificar la memoria de acuerdo a su duracion. Posteriormente, en 1890 William
James llamé a aquellas memorias que duran minutos u horas “memoria de corto plazo”
(MCP) y a aquellas que duran meses o afios las llamé “memoria de largo plazo” (MLP).
Georg Mdller y Alfons Pilzecker sugirieron que esta Ultima se consolida con el tiempo, es
decir, se vuelve “resistente a la interferencia” (Squire et al., 2000). La pregunta acerca de
donde se almacena la memoria traté de ser respondida por Karl Lashley quien, tras

entrenar ratas a salir de un laberinto, removio diferentes areas de la corteza cerebral, y las
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colocd de nuevo en el laberinto para observar cuanto del aprendizaje habian conservado;
encontrd que el déficit en el desemperio correlacionaba con el tamarno del area cortical
removida, no con una localizacion especifica gracias a lo cual se comenzd a demostrar
que no existe un solo centro en el cerebro en el que se almacena la memoria. Para
explicar los resultados de Lashley, Donald Hebb sugiri6 que redes de células trabajan
juntas para representar informacién y que estos conjuntos se encuentran distribuidos en

grandes areas de la corteza (Squire, et al, 2000).

En 1957 el caso H.M. (por las iniciales del paciente), descrito por Brenda Milner
aportd ‘evidencias de la participacion de diferentes estructuras en la capacidad de
trasladar MCP a MLP, proceso conocido como consolidacion. Al paciente H.M. le fueron
removidas estructuras mediales del 16bulo temporal bilateralmente como tratamiento a
una epilepsia severa, lo cual le trajo como consecuencia la incapacidad de almacenar
nueva informacion (amnesia anterégrada), sin embargo el paciente podia recordar todos
los eventos previos a la intervencion quirdrgica; demostrandose que las estructuras
extraidas no son los ultimos sitios de almacenaje de la memoria. También se demostré
que existe mas de un sistema de memoria, uno de ellos no depende del |ébLj|O temporal
medial pues este sistema se encontraba intacto segun las observaciones realizados en el
paciente H.M. y se adquiere con la repeticion de una tarea expresandola a través del
desemperfio pero sin evocarla conscientemente, a este tipo de memoria se le llama “No
Declarativa” o “Implicita” y se refiere a “saber como”, por ejemplo algunas habilidades
motoras. El otro sistema de memoria se conoce como “Memoria Declarativa” o “Explicita”
que se refleja al recordar hechos y eventos refiriéndose al “saber qué, cuando y dénde”

(Milner et al.,,1998).
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Actualmente la clasificacion de la Memoria mas aceptada es la de Larry Squire.
Esta clasificacion se basa en el analisis de los dafios en los sistemas de memorias como

consecuencia de lesiones en pacientes con padecimientos neurolégicos, (fig. 1).

MEMORIA A LARGO PLAZO
NO DECLARATIVA
(IMPLICITA)
DECLARATIVA
(EXPLICITA)
/\ HABILIDADESY ~ PRIMING  ASOCIATIVA  NO ASOCIATIVA
EPISODICA SEMANTICA PROCEDIMIENTOS

Fig. 1. Taxonomia de los sistemas de memoria en los mamiferos segun Squire. Modificado de Milner et al.,
1998.

El estudio y descripcion de casos clinicos o evidencia anecdoética no nos permite
explicar los fenomenos que subyacen al aprendizaje, de manera que se hace necesario
emplear métodos experimentales donde podamos manejar variables controladas. Existen
varios modelos para el estudio del aprendizaje, la memoria y los procesos neurales

involucrados; entre los mas utilizados estan los que se refieren al aprendizaje gustativo.
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2. Aprendizaje gustativo.

El alimentarse es esencial para la superviviencia; sin embargo, implica algunos
riesgos, ya que existe la posibilidad de consumir alimentos téxicos o venenosos. Cuando
los animales prueban un alimento nuevo, el comportamiento normal es un consumo
restringido del sabor desconocido, a lo que se conoce como respuesta neofobica (miedo a
lo nuevo) y constituye una estrategia de superviviencia conservada a través de la
evolucién que permite disminuir el consumo de un alimento que puede ser dafino y
provocar nauseas, dolor o incluso la muerte. Si tras el consumo del sabor nuevo no se
presentan consecuencias negativas, en la siguiente exposicion a éste, incrementara su
consumo reflejando un aprendizaje gustativo de lo seguro, modelo conocido como
atenuacion de la neofobia (AN). Por el contrario, si después de consumir el sabor hay
efectos adversos como dolor gastrico o nauseas, reducira su consumo en la siguiente
exposicion reflejando un aprendizaje gustativo de aversion, conocido como
condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) (Garcia et al., 1955); éste se basa en un
aprendizaje asociativo establecido cuando el animal relaciona un sabor con un
subsecuente malestar gastrico, esta asociacion presenta varias caracteristicas Unicas que
confieren a los experimentadores ventajas metodologicas: 1) Puede establecerse un CAS
fuerte al parear una sola vez el sabor con el malestar y 2) Es posible formar el CAS aln
cuando hayan pasado varias horas entre la exposicion al sabor y la llegada del malestar
(Yamamoto et al, 1998). La figura 2 representa lo que dentro de este modelo
experimentalmente constituye la fase de adquisicion, que es la asociacion entre el sabor y
malestar gastrico. La prueba constituye la posterior presentacion del mismo sabor para

saber si el animal recuerda que le hizo dafo.
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ADQUISICION

Presentacion del sabor f Induccién del

malestar gastrico

PRUEBA

el e

Presentaciéon Aversion

Fig. 2. Procedimiento del condicionamiento aversivo a los sabores. En la adquisicién, a los animales se les da
un estimulo gustativo nuevo, se les permite beber de una probeta graduada durante 15 minutos y se anota el
consumo en mL; treinta minutos después se les aplica una inyeccion via intraperitoneal de una solucion de
cloruro de litio (LiCl, 0.4 M) para inducir malestar gastrico. Cuatro dias después se realiza la prueba, donde el
animal es reexpuesto al sabor, si el animal asocié éste con el malestar su respuesta sera aversion a ese
sabor reflejada por una disminucién en el consumo con respecto al consumo basal de agua.

2.1 Vias de procesamiento dentro del aprendizaje gustativo.

Varios estudios han descrito las vias neurales que intervienen en el procesamiento
de los estimulos gustativo y visceral empleando técnicas anatébmicas y electrofisiolégicas
(Bermudez-Rattoni, 2004). El conocimiento de las estructuras involucradas constituye una
ventaja importante para el estudio de la codificacion tanto del estimulo gustativo como del

malestar gastrico.
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2.1.1 Procesamiento del estimulo gustativo.

Como se puede observar en la figura 3, en la codificacion del estimulo gustativo el
nucleo del tracto solitario rostral recibe aferencias gustativas primarias de la lengua via
dos nervios craneales, el facial (VII) y el glosofaringeo (IX) con contribucién del nervio
vago (X) que inervan la lengua y la cara. Posteriormente la informacién gustativa llega al
nucleo parabraquial dorsolateral en el cerebro medio, esté estructura tiene proyecciones
hacia el hipotalamo lateral, stria terminalis y amigdala central y basolateral y hacia el
nucleo ventral posteromedial del tAlamo; éste proyecta hacia la corteza insular (Cl) donde

se encuentra la corteza gustativa (corteza insular agranular) (Bermudez-Rattoni, 2004).
2.1.2 Procesamiento del estimulo visceral (malestar gastrico).

Respecto al estimulo visceral, el nlUcleo del tracto soloitario caudal recibe
proyecciones de las ramas hepaticas del nervio vago, que son sensibles a irritacion
gastrica, y del area postrema, que es sensible a toxinas presentes en la sangre; las
proyecciones del nlcleo del tracto solitario llegan al nlcleo parabraquial externo lateral, la
amigadala central y el nucleo hipotalamico paraventicular. De la porcion lateral del nucelo
parabraquial existen proyecciones a la parte ventral posterolateral del talamo, que junto

con la amigala central presenta eferencias hacia Cl, (fig. 3) (Bermudez-Rattoni, 2004).
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>  VPM
Glosofaringeo =>  VvpL  F------- ) E
IX ! :
Faciat VHI NTSr > NPBA : s ApL |
Vago X . 4 . !
AP e S NTSc  fe----- > NPBe [--------mmeme oo > ACE -

E A 4
b HL

Fig. 3. Resumen de las vias de procesamiento del estimulo gustativo (flechas continuas) y del estimulo
visceral (flechas discontinuas). Ver texto, NTSr = nucleo del tracto solitario rostral, NTSc = nucleo del tracto
solitario central, NPBd = nicleo parabraquial dorsolateral, NPBe = nicleo parabraquial externo lateral,
VPM = talamo ventral posteromedial, VPL = talamo ventral posterolateral, HL = hipotalamo lateral,
ABL = amigdala basolateral, ACE = amigdala central, Cl = corteza insular. Modificado de Bermudez-Rattoni,
2004.

2.2 Corteza Insular.

Entre las estructuras que participan en la formacion de la memoria gustativa de
aversion, una de las mas estudiadas es la corteza insular (Cl) 0 neocorteza visceral, que
se localiza en la corteza temporal de la rata en la confluencia de la arteria cerebral media
y el -surco rinal (Miranda et al, 2003). La CIl recibe proyecciones colinérgicas vy
GABAérgicas del nucleo basalis magnocelularis; recibe proyecciones glutamatérgicas del
sistema limbico incluyendo la amigdala y el nicleo mediodorsal del talamo y de la corteza
prefrontal (Bermudez-Rattoni et al., 1991a), asi como proyecciones noradrenérgicas de un
nucleo del area dorsorostral del puente, el focus coeruleus (LC), que es la principal fuente
de norepinefrina del sistema nervioso central (Saper et al, 1982); en la figura 4 se
esquematizan las proyecciones glutamatérgicas y noradrenérgicas en el cerebro de la

rata.
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(ft ,/‘%l' cerebelo

i’\

R P
iy
bulbo offatorio T e

Fig. 4. Esquema de las principales proyecciones glutamatérgicas (en gris) y noradrenérgicas (en negro) hacia
corteza insular en el cerebro de rata. Cl= corteza insular AMI=amigdala, TAL=talamo, LC=locus coeruleus,
CC=cuerpo cayoso. Modificado de Siegal, 1999.

Esta corteza esta involucrada en reacciones viscerales, estrés (Bermudez-Rattoni
et al., 1991b), nocicepcion (Ohara et al., 2003) y procesos de aprendizaje y memoria bajo
diferentes modelos de estudio, como son prevencion pasiva (Bermudez-Rattoni et al,
1991b), laberinto acuatico de Morris (Gutierrez et al., 1999) y CAS (Bures et al., 1998,
Bermudez-Rattoni, 2004). Particularmente se sabe que la integridad funcional de la Cl es
importante para la adquisicidon de la memoria gustativa de aversion (Escobar et al., 2000;
Bermudez-Rattoni et al,1991a), como lo demuestran trabajos donde se inactiva
temporalmente la funcion de esta estructura por medio de un bloqueador de los canales
de sodio sensibles a voltaje, la tetrodotoxina (TTX) antes de la adquisicion de la tarea,

impidiendo asi la formacion del CAS (Gallo et al., 1992).

Varios estudios sefialan que la Cl, esta implicada en la primera etapa de la
formacion de la memoria relacionada al procesamiento del estimulo gustativo, pero no
precisamente en su deteccidn, ya que ratas lesionadas en Cl son capaces de detectar los

estimulos normalmente (Kiefer et al, 1984) y dar respuestas estereotipicas al probar



I. INTRODUCCION

concentraciones fuertes de diferentes soluciones, como agitar la cabeza, abrir la boca y
frotar su patas delanteras contra su hocico (Bures et al., 1998).

En lo que concierne al estimulo gustativo, se ha visto por medio de microdialisis en
libre movimiento' que dentro de la Cl ocurren cambios en la liberacion de aceltilcolina
(ACh) que correlacionan con la familiaridad de dicho estimulo, es decir, cuando se le da
un sabor nuevo al animal, la concentracion extracelular de ACh incrementa y cuando ese
sabor se va haciendo familiar tras varias presentaciones, la liberacion de ACh va
disminuyendo (Miranda et al., 2000). Otros estudios han puesto en evidencia el tipo de
receptores colinérgicos que estan participando a través de manipulaciones
farmacologicas, por ejemplo, al microinyectar en la Cl escopolamina, un antagonista no
selectivo de los receptores metabotrépicos de ACh (llamados muscarinicos) antes de la
adquisicion del aprendizaje de aversion, afecta negativamente la formacion de este
aprendizaje y los animales no aprenden que el consumo de ese sabor no es seguro
(Ferreira et al, 2002). Los mismos efectos se obtuvieron cuando se microinyectd un
antagonista especifico de los receptores muscarinicos post-sinapticos, la pirenzepina,
pero no se obtuvo ningun efecto con el antagonista de los receptores muscarinicos pre-
sinapticos, AFDX 116 (Ramirez-Lugo et al., 2003) permitiendo conocer con mayor detalle
los subtipos de receptores involucrados. De manera que la participacion de los receptores
muscarinicos post-sinapticos en Cl se ha relacionado a las primeras etapas de la
formacion de la memoria gustativa, sobre todo con el procesamiento del estimulo
gustativo, puesto que si se inyecta escopolamina después de la presentacion del sabor

nuevo o tras la induccion del malestar gastrico (Ferreira et al., 2002) y antes de la prueba

1 . PN . . . .
La microdialisis es una técnica que, en este caso, permite obtener muestras de los neurotransmisores que se
liberan en una estructura cerebral; se comentan més detalles en la parte experimental.
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de aprendizaje (Berman et al., 2000) no tiene efecto sobre el CAS, es decir, los animales

logran recordar que el sabor esta relacionado con malestar gastrico.

Empleando otro paradigma para el estudio del aprendizaje gustativo, como lo es la
atenuacion de la neofobia (AN), se obtuvieron evidencias que apoyan el papel del sistema
colinérgico en el procesamiento del estimulo gustativo; ya que cuando fueron bloqueados
los receptores muscarinicos con escopolamina antes de dar un sabor nuevo, la siguiente
vez que fue presentado el sabor, los animales lo consumieron como si fuera desconocido,

es decir, restringieron dicho consumo (Gutiérrez et al., 2003).

Junto con el sistema colinérgico, el sistema glutamatérgico y su papel en la
formacion del aprendizaje gustativo han sido de los mas estudiados; se piensa que estos
dos sistemas interacttan en la Cl| para integrar la sefal producida por el estimuio
gustativo y la producida por el malestar gastrico donde se propone que la activacion de
los receptores muscarinicos por la liberaciéon de ACh al dar un sabor nuevo, inician una
serie de cambios intracelulares en la Cl, como la induccién de la fosforilacion de la
subunidad NR2B del receptor tipo NMDA, fosforilacion que disminuye después de varias
presentaciones del mismo sabor (Rosenblum et al., 1995). Esta fosforilacion de NR2B
podria facilitar la respuesta a la liberacion glutamatérgica debida a la llegada del malestar
gastrico (ver mas adelante), contribuyendo asi a la representacion de un sabor aversivo

(Bermudez-Rattoni, 2004).

10
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2.3 Sistema de neurotransmision glutamatérgico.

El L-glutamato? es el principal neurotransmisor excitador del SNC y juega un papel
vital en la transmisién sinaptica (proceso por el cual las neuronas se comunican) de tipo
excitatoria, donde un impulso eléctrico en la neurona causa un influjo de iones calcio y la
subsecuente liberacion de un neurotransmisor desde la presinapsis; el neurotransmisor se
difunde a través del espacio sinaptico y estimula la siguiente neurona al interactuar con

los receptores en la post-sinapsis.

El glutamato actua a través de canales i6nicos activados por ligando (receptores
ionotropicos) y receptores acoplados a proteinas G (receptores metabotropicos). Los
receptores ionotropicos para glutamato estan subdivididos en tres grupos: AMPA, NMDA
y Kainato basados en difereﬁcias farmacologicas tomando su nombre a partir de las
moléculas que actian como agonistas especificos (AMPA, acido a@-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propionico;, NMDA, N-metil-D-aspartato y kainato). Los receptores
metabotropicos (mGlu) se subdividen en tres grupos de acuerdo a la similitud de su
secuencia de aminoacidos, farmacologia y mecanismos intracelulares de sefalizacion.
Los mGlu I, se encuentran acoplados a proteinas Gp, las cuales activan fosfolipasa C
(FLC) y los mGlu Il y Il acoplados a proteinas Gs, que activan adenilato ciclasa (AC)

(fig. 5), (Siegal et al., 1999).

La actividad glutamatérgica ha sido implicada en aprendizaje y memoria en

algunas estructuras cerebrales, como corteza peririnal (Winters et al., 2005), talamo

2 i . C
L-glutamato es el isémero que se encuentra naturalmente en los sistemas biologicos, y de ahora en adelante
al mencionar glutamato me estaré refiriendo a la configuracion L del mismo.

11
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(Zhang et al., 2005), hipocampo (Naie et al., 2005), amigdala (Linn et al., 2005) y nucleo
accumbens (Ferretti ét al., 2005). En la Cl se ha demostrado la participacion del glutamato
principalmente en la formacién de la memoria de aversion, donde tras la induccion del
malestar gastrico por medio de la administracion de cloruro de litio (LiCl) via
intraperitoneal se observa un incremento pequefio, pero significativo de glutamato
extracelular en la estructura antes mencionada (Miranda et al.,, 2002). Adicional a lo
anterior, se cuenta con evidencia de que se produce un CAS moderado al hicroinyectar
glutamato directamente en Cl tras la presentacién de un estimulo gustativo (Ramirez Lugo
et al., comunicacion personal) y que al microinyectar en esta estructura un antagonista
competitivo de los receptores tipo NMDA, el acido DL-2-amino-5-fosfovalérico (AP5) tras
la presentacion del inductor del malestar gastrico no se produce CAS (Ferreira et al.,
2002); ésto nos habla del papel del glutamato como parte de la sefializacion del malestar
gastrico que es uno de los estimulos necesarios para la formacién de 'a memoria
gustativa de aversion. Hasta el momento, el seguimiento de la liberacién de glutamato que
ha proporcionado la informacion existente al respecto en Cl se ha dado cada 15 minutos,
que es el tiempo que toma recolectar el volumen de muestra requerido para realizar el
analisis del contenido de glutamato con ayuda de la cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés, High Performance Liquid Chromatography). Sin
embargo existe evidencia de que los cambios extracelulares en la sefal glutamatérgica
relacionados a la formacion del CAS, en otras estructuras cerebrales, se dan én intervalos
de tiempp muy cortos, de menos de un minuto (Tucci et al., 1998); de manera que es
necesaria una mejor resolucion temporal en el monitoreo de la concentracion extracelular
de glutamato para estudiar con mayor detalle los procesos que se llevan a cabo durante la

formacion de la memoria gustativa.

12
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2.4 Sistema de neurotransmision noradrenérgico.

La norepinefrina (NE) forma parte de los neurotransmisores del grupo de las
catecolaminas y tiene acciones inhibidoras o excitadoras dependiendo de los receptores
adrenérgicos involucrados. Estos pueden clasificarse en dos tipos: receptores a vy
receptores 8. Los a se subdividen en a1, localizados en la postsinapsis y estan acoplados
a proteinas Gp, que activan FLC, y a2, localizados en la presinapsis,racop|adas a
proteinas Gi, es decir inhiben la actividad de la AC. Los 8 se subdividen en p1, de
localizacion postsinaptica que activan AC a través de la proteina Gs a la cual se acoplan,
y £2, que se encuentran tanto pre como postsinapticamente y también estimulan AC

(fig. 5), (Siegal et al., 1999).

En el sistema nervioso central, la NE estd involucrada en varios procesos
fisioldgicos como regulaciéon de los ciclos de suefo-vigilia, atencién, ansiedad vy
aprendizaje y memoria (Robbins & Everitt, 2000). Respecto a este Ultimo se piensa que el
sistema noradrenérgico participa en la adquisicion y consolidacion de la memoria de
eventos emocionales o aversivos (Murchinson et al, 2004) por lo que puede estar
implicada en cambios plasticos en la funcién sinaptica a largo plazo (Robbins & Everitt,

2000).

Los estudios realizados hasta el momento para determinar el papel del sistema
noradrenérgico en la formacion de la memoria gustativa son escasos, se ha descrito que
este sistema de neurotransmisiéon responde a la presentacion de un estimulo gustativo
nuevo ya que las neuronas del locus coeruleus se activan con la exposicién a estimulos

desconocidos (Robbins & Everitt, 2000). Particularmente en el aprendizaje gustativo de

13
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aversion, se ha visto que al lesionar la Cl antes de la adquisicibn del CAS con una
neurotoxina catecolaminérgica (6-hidroxidopamina)®, la formacion del CAS se ve afectada
(Fernandez et al.,1993). Mas especificamente la microinyeccion de propanolol, un
antagonista p-adrenérgico, en esta estructura antes de la adquisicion, también afecta la
formacion de la memoria gustativa de aversion indicando que las catecolaminas, entre
ellas, la noradrenalina, son necesarias para este tipo de aprendizaje (Berman et al.,
2000). Dado que estas manipulaciones farmacolégicas se han hecho previas a la
adquisiciéon, no permiten discernir sobre qué etapa de la formacién de la memoria esta
participando la sefal noradrenérgica en la Cl ni si interviene en el procesamiento de la

informacion gustativa o visceral.

presinapsis

postsindpsis

Neurotranstnisor liberado | Neurctransmisor liberado }

Membrana
postsingptica

Fig. 5. Esquema de dos sinapsis donde se muestran los tipos de receptores glutamatérgicos y
noradrenérgicos. Ver texto para mayor detalle. Modificada de Siegal, 1999.

La 6-hidroxidopamina elimina a las neuronas que emplean alguna catecolamina como su neurotransmisor.

14
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA'Y OBJETIVO

Se cuenta con evidencias acerca de la participacion tanto del sistema
glutamatérgico como del noradrenérgico dentro de la Cl en la formacion de la memoria
gustativa de aversion; si bien el papel del glutamato en la sefalizacion del malestar
gastrico ha sido evaluado a través de estudios farmacoloégicos y de liberacion del
neurotransmisor in vivo, hasta el momento, los cambios en la liberacién se han observado
mediante monitoreos de fracciones que comprenden 15 minutos ya que la cuantificacion
se ha llevado a cabo con ayuda de HPLC y el volumen minimo de muestra requerido es
de 20-30 pulL; bajo estas condiciones, si se da un cambio de liberacién en un intervalo de
tiempo muy pequeno, esta respuesta se diluira dentro del tiempo de colecta de la fraccion
haciéndola parecer menor de lo que realmente es, de modo que empleando la
electroforesis capilar como herramienta para la cuantificacion de los neurotransmisores de
interés, por requerir un volumen minimo de muestra, sera posible dar un seguimiento
mas fino del fendmeno obteniendo muestras en intervalos mas cortos;, lo que permitira

proporcionar una mejor descripcion del mismo.

Con respecto a la norepinefrina, no existen datos acerca de su cinética de
liberacion asociada a los estimulos que llevan a la formacién de la memoria gustativa de
aversion ni en qué etapa de la misma esta involucrada; por lo que se desea conocer
como esta participando este sistema de neurotransmision en dicha formacién de la

memoria a traves del estudio de cambios en la concentracion extracelular de norepinefrina

en la Cl; ademas de que hasta el momento no existen estudios donde se cuantifique

15
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norepinefrina y glutamato simultaneamente, desaprovechando las ventajas que ésto
implica.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la liberacion de glutamato y norepinefrina en muestras de liquido
cefalorraquideo de rata obtenido de la Cl por medio de microdialisis en libre movimiento
durante la exposicion a dos estimulos cuya asociacion da lugar a la formacion de la
memoria gustativa de aversion, analizando la posible participacion de estos

neurotransmisores en su sefalizacion.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Cuantificar de manera simultanea en la muestra la concentracion de
glutamato y norepinefrina durante la exposicién a un estimulo gustativo

nuevo para la rata como es una solucioén de sacarina al 0.1%.

e Cuantificar de manera simultanea en la muestra la concentracion de
glutamato y norepinefrina durante un estimulo visceral que corresponde a
la induccion de malestar gastrico por medio de una inyeccion

intraperitoneal de LiCl.

e Disminuir al minimo el tiempo de recoleccion de la fracciones de muestra
para dar un seguimiento mas detallado de la liberacién de los

neurotransmisores de interés.

16
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1. Animales

Se emplearon 20 ratas Wistar machos de 90 dias de nacidas y 270 - 300 g de
peso al momento de la cirugia, se colocaron en cajas individuales en el bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular bajo un ciclo de 12 horas luz/obscuridad con alimento y
agua ad libitum excepto en los procedimientos experimentales (ver mas adelante). Los
experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con el reglamento en materia de Salud
(Secretaria de Salud de México) y con aprobaciéon del comité de cuidado animal local del

Instituto de Fisiologia Celular a cargo del bioterio.

2. Implantacion de canulas guia.

El objetivo de este procedimiento quirtrgico es colocar un aditamento intracraneal
que permite la correcta localizacion de la membrana de microdialisis en la estructura que
se desea estudiar el dia del experimento. Los animales fueron anestesiados con ketamina
a una dosis de 84 mg/kg (Anesket, PiSA agropecuaria, México) y xilacina (Procin, PiSA
agropecuaria, México) a una dosis de 0.4 mg/kg via intraperitoneal y colocados en un
aparato estereotaxico® similar al que se observa en la figura 6A (Stoelting 51600, lllinois,
E.U.A)); posteriormente se inyecto xilocaina en el area de la cabeza para disminuir el

sangrado al retirar la piel que cubria el craneo. El lugar de implantacién de la canula guia

“ El aparato estereotaxico permite la correcta colocacién de la cabeza del animal y el acceso al cerebro
mediante un sistema de barras calibradas. Este instrumento se basa en el hecho de que es posible predecir la
localizacién de una estructura cerebral a partir de puntos de referencia externos, visibles cuando el
investigador sinia al animal en el aparato esterotaxico y practica un pequefio corte en la piel que recubre el
craneo, hasta que este queda expuesto.

17
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se determind de acuerdo a coordenadas obtenidas del atlas Paxinos® (fig. 6B) donde el
punto de referencia antero-posterior (AP) es la uniéon de las suturas de los huesos
craneales, llamada Bregma, la linea media sagital como referencia lateral (L) y la

superficie del craneo como la referencia de profundidad (DV), (fig. 6C).

i Perillas
A. by

Figsr: 11

Craneo
Canula

C Bregma Linea media sagital

Brogma 1 5 |

Fig. 6. (A) Esquema del aparato estereotaxico, (B) Seccidon coronal correspondiente a un atlas estereotaxico
del cerebro de rata donde se remarca la localizacion de la Cl, (C) Imagen del plano superior de un craneo de
rata, observandose la linea media sagital y el punto de referencia Bregma {A) y {B) modificados de
http://www.us.es/dfba/programas/practicas/TecExpFisiolAnimal-P1.pdf y {C) Paxinos & Watson, 1998.

Las coordenadas empleadas para Cl| fueron AP = #1.2 mm, L = + 5 mm y
DV = - 45 mm. Tras la implantacion de la guia canula, ésta se sujetd al craneo con

acrilico dental y dos tornillos. Por Gltimo se aplicaron antibidticos topicos para prevenir

infeccion del area.

5 o - . . - . .
El atlas estereotdxico es un conjunto de dibujos esquematicos donde se representan secciones seriadas del
cerebro de una determinada especie animal. Se suelen presentar secciones coronales (frontales o

transversales), sagitales (o laterales) y horizontales.
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3. Habituacion a la camara de microdialisis.

Después de la cirugia los animales se recuperaron en sus cajas individuales
durante cinco dias; transcurrido este tiempo fueron privados de agua por 24 horas y luego
colocados individualmente por cinco dias durante cinco horas (10:00 a.m. a 3:00 p.m.)
dentro de la camara de microdialisis correspondiente (Bioanalytical systems, Inc.,E.U.A.),
como se muestra en la figura 7A, donde se acostumbraron a beber 10 mL de agua de
una probeta graduada en periodos de 15 minutos al dia. Por la tarde, estando los
animales en el bioterio, se les daba acceso a 20 mL méas de agua para hidratarlas.
Durante su estancia en la camara de microdidlisis los animales fueron manipulados y

habituados al contacto frecuente del experimentador.

4. Microdialisis en libre movimiento.

Esta técnica permite monitorear la liberacion extracelular de neurotransmisores en
una estructura en particular; el principio de la microdialisis se basa en la difusion de las
moléculas a través de poros de diametro pequefio en una membrana semipermeable
unida a una sonda constituida de dos tubos concéntricos (fig. 7B); al tubo de entrada se
_conecta una bomba de perfusion que infunde liquido cefalorraquideo artificial (LCRA)
(NaCl 118 mM, KCI 4.7 mM, KH,PO, 1.2 mM, MgSQ, 1.2 mM, CaCl, 2.5 mM, NaHCO; 19
mM, Glucosa 3.3 mM), éste se equilibra con el fluido en el exterior por difusién en ambas
direcciones, como se esquematiza en la figura 7C, y asi el LCRA recuperado por la
tuberia de salida contiene los neurotransmisores que lograron atravesar la membrana; de
manera que un andalisis cuantitativo de las moléculas recolectadas en las fracciones de
microdializado refleja su patrén de liberacion temporal en el fluido extracelular (Orlowska-

Majdak, 2004; Ungerstedt, 1991).
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La recuperacion de sustancias del fluido extracelular depende de varias
condiciones como la longitud de la membrana, la velocidad de perfusion, la difusion de
cada sustancia a través de la membrana y en menor proporcion a las propiedades de la

membrana (Ungerstedt, 1991).

> Sonda

Canula quia

Membrana <

C. LCRA Microdializado

0 L
o
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Fig. 7. (A) Difusion de las moléculas a través de la membrana de microdialisis; (B} Fotografia del
procedimiento de microdialisis en libre movimiento donde se observa en la parte superior derecha la bomba
con las jeringas que contienen LCRA y en la parte superior izquierda el colector de las fracciones de
microdializado; la rata se encuentra sujeta por un ganchillo del cuello que gira cuando la rata se mueve para
evitar que las tuberias de entrada y salida se enreden; (C) Canula guia y sonda de microdialisis.

Para alcanzar el objetivo propuesto se realizaron experimentos de microdialisis en

libre movimiento separando las ratas en cuatro grupos:

1) SAC (n=5), Consumo de 10 mL de una solucion de sacarina soédica 0.1 %. La
finalidad de este grupo fue conocer la respuesta de liberacion glutamatérgica y

noradrenérgica en Cl ante un estimulo gustativo nuevo.
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2) AGUA (n=5), Consumo de 10 mL de agua. Este grupo correspondi6 al control del
anterior ya que las ratas se encontraban én las mismas condiciones
experimentales siendo la Unica variable la presencia de un sabor nuevo en el caso
del grupo SAC.

3) LiCl (n=5), Inyeccion intraperitoneal de LiCl 0.4 M (7.5 mL/kg). La finalidad de este
grupo fue conocer la respuesta de liberacion glutamatérgica y noradrenérgica en
Cl ante la induccion de un malestar gastrico.

4) NaCl (n=5), Inyeccién intraperitoneal de NaCl 0.4 M (7.5 mL/kg). Este grupo
correspondi6 al control del anterior ya que las ratas se encontraban en las mismas
condiciones experimentales siendo la Unica variable la inyeccion de una solucion
salina que no produce un CAS tan evidente como el LiCl a la misma concentracion

y dosis.

El dia del procedimiento experimental la sonda de microdialisis fue perfundida a
una velocidad de 2 pL/min por 30 min con LCRA filtrado (membrana de filtracién de 0.20
um) a temperatura ambiente con ayuda de una microbomba (CMA/100 pump) conectada
a través de tuberia de bropiieno etileno fluorinado para eliminar el glicerol en el cual se
conserva la membrana. Tras verificar la ausencia de burbujas en el sistema se disminuyo
la velocidad de perfusion a 1 pL/min y se le coloco a la rata la sonda (BAS, Bioanalytical
systems, INC) con una membrana de 3 mm de largo. Los primeros 90 minutos de
recoleccion fueron descartados y después se recolectaron muestras cada 4 minutos
recibiendo el microdializado en tubos tipo eppendorf de 200 pyL que contenian 1 pL de
mezcla antioxidante (acido ascoérbico 0.25 mM, Na,EDTA 0.27 mM, acido acético 0.1 M),
las fracciones fueron inmediatamente guardadas en el ultracongelador a - 80 °C hasta el

momento del analisis.
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Para establecer la linea basal de liberacion (LB) se recolectaron tres fracciones

tras la cuales se dio el estimulo correspondiente: a las ratas de los grupos SAC y AGUA

se les dio acceso a 10 mL de sacarina 0.1% o agua, permitiéndoles beber durante 12

minutos, es decir durante la recoleccion de tres fracciones; a las ratas de los grupos LiCl y

NaCl se les aplicé una inyeccion intraperitoneal de LiCl 0.4 M o de NaCl 0.4 M, y se

continuaron las recolecciones durante 20 minutos mas, (ver esquema 1).

Habituaciéon

Implantacion
de canula guia >

I—l Una fraccion de microdializado

Estabilizacion 90min

Estimulo

Dia del experimento

Esquema 1. Protocolo experimental que incluye la implantaciéon de la canuia guia, habituacion de las ratas a la
camara de microdialisis y el proceso general de obtencion de muestras de microdializado. LB = linea basal.

5. Analisis de las muestras.

5.1.  Cuantificacién de glutamato y norepinefrina por electroforesis capilar.

La electroforesis capilar (EC) es una técnica analitica instrumental de separacion, la

cual permite la identificacion y cuantificacion de los analitos una vez separados al

acoplarse al detector adecuado. La separacién en EC se basa en la migracion de

especies cargadas que se encuentran disueltas o suspendidas en una solucion

electrolitica dentro de un tubo capilar de diametro muy pequefio al aplicar un voltaje,

(fig.8) (Landers et al., 1997).
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capilar de silice fundido

©

amortiguador fuente de poder amortiguador
de corrida

de corrida —

Fig. 8. Esquema de la instrumentacion basica de un equipo de electroforesis capilar.

Dada la complejidad de la muestra biolégica en cuanto al gran nimero de moléculas
que pueden estar presentes fue necesario implementar un método que permitiera separar,
identificar y cuantificar simultaneamente los niveles de glutamato y norepinefrina
presentes en el microdializado. Puesto que una de las grandes ventajas de emplear EC
como herramienta para el analisis es que se requiere un volumen muy pequefo de
muestra comparado con los 20 o 30 pL requeridos para el analisis por HPLC, se busco
mejorar la resoluciéon temporal del patrén de liberacidon de las moléculas de interés al
disminuir el tiempo de recoleccion de las fracciones hasta donde el método analitico lo
permitiera, es decir, hasta recolectar el volumen minimo de microdializado necesario para
poder cuantificar los neurotransmisores antes mencionados. La respuesta a la deteccidn

de los compuestos se traduce en un pico dentro de una gréafica llamada electroferograma.
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5.1.1 Desarrollo del método analitico y busqueda de las condiciones 6ptimas para

el analisis.

5.1.1.1 Procedimiento de derivatizacion.

Debido a que se requeria una alta sensibilidad, el mejor sistema de deteccién a
nuestro alcance era la deteccion por fluorescencia inducida por laser (DFIL), la cual se
basa en hacer reaccionar las moléculas de interés con un compuesto fluorogénico
adecuado para las condiciones instrumentales de analisis, es decir, que el producto de la
reaccion de derivatizacion® tenga una longitud de onda maxima de excitacion (Anax €XC)

acorde a la de excitacion del laser de ionizacion de argon.

El compuesto fluorogénico elegido fue el FQ, ((3-(2-furoil)quinolina-2-carboxaldehido,
Molecular Probes Invitrogen, E.U.A.) que reacciona en presencia de cianuro con el grupo
amino primario de las moléculas presentes en la muestra por una reaccion de Sustitucion
Nucleofilica (fig. 9), lo que permite derivatizar al mismo tiempo catecolaminas y

aminoacidos.

La derivatizacion es una reacciéon que modifica la estructura de los compuestos a analizar para hacerlos
susceptibles a cierto tipo de deteccidn, en este caso DFIL.
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Fig. 9. (A) Reaccion de derivatizacién para la formacién de productos detectables por fluorescencia.
(B) Estructura del glutamato y de la norepinefrina.

Los productos son moléculas hidrofébicas insolubles en agua y con movilidades
muy similares, por lo que fue necesario aplicar una modalidad de electroforesis capilar
conocida como cromatografia electrocinética micelar (MEKC, por sus siglas en inglés,
Micellar Electrokinetic Chromatography) que se basa tanto en principios cromatograficos
como electroforéticos y con la cual se pueden separar conjuntamente compuestos idnicos
y neutros en funcién de sus movilidades electroforéticas y su particibn entre una fase

movil y otra semiestacionaria compuesta por micelas.

Existen en la literatura varias referencias en las cuales se emplea el FQ para la
deteccion de proteinas, péptidos y aminoacidos en diferentes tipos de muestras (Asermely
et al., 1997 ;Liu et al.,, 1991;Liu et al., 1990), sin embargo son escasas las referencias que

indican el uso del FQ para el analisis de aminoacidos y catecolaminas simultaneamente
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IIl. PARTE EXPERIMENTAL

en muestras de microdializado (Chen et al., 2001). Por este motivo fue necesario buscar
las condiciones 6ptimas de reaccion para analizar pequefios volimenes de muestra sin
diluir mucho su confenido de neurotransmisores durante el tratamiento. Dentro de los
aspectos que se variaron estuvieron la temperatura y tiempo de reaccion, concentracion y
volumen de KCN, cantidad de FQ, minima cantidad necesaria de microdializado vy
proporcion de metanol (MeOH)/agua (H,0O) en la matriz de reaccion; ésta se tuvo que
variar porque, como se menciono, los productos de la derivatizacién son insolubles en
agua y debio agregarse metanol en una proporcion tal que no provocara la deformacion
de los picos durante la separacion. La tabla 1 indica las diferentes condiciones que se
probaron; se comenz6 por explorar algunas recomendaciones del proveedor y otras

encontradas en diferentes citas

Cantidad de Concentracion de .
microdializado KCN Volumen de KCN Cantidad de FQ
100 200 350
4 uk Bul 25 mM 50 mM 2uk duk nmol nmol nmol
Tiempo de Temperatura de Proporcion
reaccion reaccion %MeOH/%H.0 en la
40 60 80 matriz de reaccion
. . ) Ambi °
min | min | min mbiente | 40 °C 50/50 | 60/40 | 49/60

Tabla 1. Condiciones involucradas en la reaccion de derivatizacién probando diferentes combinaciones de las
mismas para optimizar el analisis de las muestras de microdializado. FQ = (3-(2-furoil)quinolina-2-
carboxaldehido), KCN = cianuro de potasio, MeOH = Metanol.

El procedimiento de derivatizacion elegido consistio en lo siguiente: Alicuotas de
10 pL de FQ 10 mM (100 nmol) fueron secadas al vacio (el reactivo se encontraba
disuelto en metanol); se agregaron 2 uL de KCN 25 mM, los 5 L presentes en el tubo

eppendorf de recoleccion (4 uL de microdializado y 1 uL de mezcla antioxidante) y 1 uL
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III. PARTE EXPERIMENTAL

de estandar interno (O-metil-L-treonina 7.5 mM), la mezcla se hizo reaccionar en la
obscuridad por 40 min a 40 °C en un bano termostatizado, inmediatamente después se

colocaron los tubos en hielo para parar la reaccion.

5.1.1.2 Separacion y deteccion.

Como se mencion® antes, se aplico la modalidad de MEKC para separar los
compuestos derivatizados; ésta involucra la adicion de un surfactante en el amortiguador
de corrida para la formacién de micelas que constituyen la fase semiestacionaria por la
cual tienen afinidad los productos de la reaccion de derivatizacion. Para hacer una
separacion mas eficiente se vario la naturaleza de la-fase acuosa con la adicidon de un
disolvente organico en el amortiguador de corrida que permitio modificar la particion de los
compuestos derivatizados y mejorar su resolucion. En la tabla 2 se pueden ver también
otras variables que se exploraron para este fin, como la presion de inyeccion, el voltaje de
separacion y la longitud del capilar al detector que influyen en la separacion de los
compuestos, la cual se hizo en un equipo de electroforesis capilar Beckman Coulter

P/ACE MDQ Glycoprotein system.

. Concentracién de . - % Modificador
Tipo de surfactante surfactante Modificador organico organico
SDS SDC 25 mM © 35 mM ACN MeOH 10 27.5 30
. Presion de . L. Longitud del capilar
H
pH del amortiguador inyeccién Voltaje de separacion al detector
9.6 9.3 0.5 psi 0.7 psi 20 kV 16 kV 3?1 40cm | 50 cm

Tabla 2. Condiciones involucradas en la separaciéon de los compuestos derivatizados probando diferentes
combinaciones de las mismas para optimizar el andlisis de las muestras de " microdializado.
SDS = duodecilsulfato de sodio, SDC = deoxicolato de sodio, ACN = Acetonitrilo, MeOH = Metanol.

27



III. PARTE EXPERIMENTAL

El amortiguador de corrida empleado para la separacion de los neurotransmisores
de interés contenia boratos 35mM, deoxicdlato de sodio (SDC) 25mM, 30% de metanol
grado HPLC, pH final 9.6. La inyeccidén fue hecha hidrodindmicamente aplicando 0.5 psi
(pounds per square inch, libras por pulgada cuadrada) de presion durante 5 s en el
contenedor de la muestra para llenar una porcion del capilar (silica fundidg, 75 um de
diametro interno y 40 cm de largo) y la separacion se hizo aplicando una corriente de 16
kV. Para la deteccion de los compuestos se empled DFIL con un laser de ionizacion de
argon con luz a 488 nm (Beckman Coulter). La fluorescencia fue filtrada con un filtro de
paso de banda centrado a 590 nm y detectado por un tubo fotomultiplicador; la respuesta
de deteccion para cada compuesto aparecié como un pico dentro de una gréfica llamada

electroferograma. El resumen del método analitico se presenta en el esquema 2.

DERIVATIZACION

10 uL de FQ 6 ul
seco (1IOO MeOH 2 uLKCN 25 mM
Recoleccién 4 pL de nmol)
microdializado {}
(1pul/min) + 1ulL de R -
antioxidante . eaccion a 5uLd
Hiel o K e
el 40°C por muestra
40min

- =

SEPARACION

Electroforesis Capilar (MECK)-Detector de fluorescencia
inducida por laser 488 nm

20 KV,

Inyeccion a 0.7 psi por 5 s.

Amortiguador boratos 25 mM, SDC 25mM, pH=9.6, MeOH
30 %

Esquema 2. Resumen del analisis de las muestras de microdializado para la cuantificaciéon de glutamato y
norepinefrina.
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5.1.1.3 Cuantificacion.

Al obtener las condiciones adecuadas de analisis para cuantif_icar glutamato y
norepinefrina en los microdializados se utilizé una curva patron de 6 puntos para cada
compuesto de interés (Anexo 1). Tanto a los estandares como a las muestras se les
afadié un estandar interno (O-metil-L-treonina 7.5 mM), un aminoacido que no se
encuentra naturalmente en la muestra y que sirve como referencia para corregir
variabilidad en la inyeccidon de la muestra y en la reaccion de derivatizacion; el area bajo
la curva de los picos generados en el electroferograma fue interpolada para obtener la
concentracion correspondiente. Todos los resultados del andlisis se convirtieron a
porcentaje de linea basal de liberacion (% LB = fraccion *100/promedio de las tres

primeras muestras).

6. Histologia

Un dia después de finalizar el experimento de microdidlisis los animales fueron
sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sédico y perfundidos transcardialmente
con solucion salina isotonica para retirar la sangre del cerebro, el cual fue retirado y
colocado en una solucién de paraformaldehido al 4 %, posteriormente se colocaron en
una solucion de sacarosa al 2% y conservados a 4 °C hasta ser cortados en secciones
coronales de 50 pym de grosor a través de las areas circundantes a la insercion de la
sonda. Por ultimo los cortes fueron tefiidos con violeta de cresilo para observar con el

microscopio si la localizacion de la membrana era correcta.
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7. Analisis estadistico.

Todos los datos se presentan como la media + error estandar. Para el analisis
estadistico se empled una t de Student no pareada; un valor de p<0.05 se considero
estadisticamente significativo. El analisis estadistico se llevé a cabo utilizando el

programa StatView version 4.5.
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1. Verificaciéon de la localizacion de la membrana y de la canula guia

De acuerdo a la observacion de los cortes histolégicos, se eliminaron dos animales
para el analisis estadistico, uno correspondiente al grupo al que se le dio sacarina 0.1% y
otro correspondiente al grupo al que se le dio agua debido a que en estos casos la
trayectoria de las canulas guia no se localizé justo arriba de la Cl y la membrana de

microdialisis no abarco el area de la CI.

2. Liberacion de glutamato durante la presentacion de un estimulo gustativo.

Los datos indican que no hay diferencias entre las fracciones que comprenden la
linea base de liberacion en ambos grupos (no significativo, NS). Tampoco se encontraron
diferencias significativas entre las fracciones el grupo control, al que se le dio agua
(AGUA), y el grupo al que se le dio una solucién de sacarina 0.1%. (SAC), es decir, la
exposicion a un estimulo gustativo no genera cambios en la liberacién de glutamato en ClI

dentro del tiempo en el cual se monitoreo (fig. 10).
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3. Liberacion de norepinefrina durante la presentacion de un estimulo
gustativo.

Como se observa en la figura 11, al presentar la solucion de sacarina se dio un
incremento  estadisticamente  significativo de norepinefrina  en las fracciones
correspondientes a los 16 y 20 min de la cinética de liberacion del grupo SAC, que son las
que representan la respuesta tras el consumo del sabor nuevo (= -3.546, p<0.05 y

= -2.486, p<0.05) con respecto al grupo AGUA, que no tuvo cambios. Esto indica que un
estimulo gustativo nuevo produce cambios noradrenérgicos en Cl, pero no asi un estimulo

familiar como el agua.
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Fig. 10. Cinética de la liberacion gue muestra los cambios en el porcentaje de glutamato durante la presentacion de
una solucién de sacarina al 0.1% y de agua. No se encontro diferencia significativa entre ambos grupos. Los datos
se graficaron como porcentaje de linea basal de liberacion y son expresados como la media + error estandar. Los
cuadros negros corresponden a la cinética de liberacion de glutamato del grupo al que se le dio agua, los cuadros
blancos corresponden a la cinética de liberacion de glutamato del grupo al que se le dio sacarina 0.1%. La barra
negra corresponde al tiempo de exposicion al agua o a la sacarina. Para ambos grupos n = 4.
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Fig. 11. Cinética de la liberacion que muestra los cambios en el porcentaje de norepinefrina durante la presentacion
de una solucion de sacarina al 0.1% y de agua. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos en las
fracciones correspondientes a 16 y 20 min. Los datos se graficaron como porcentaje de linea basal de liberacion y
son expresados como la media + error estandar. Los cuadros negros corresponden a la cinética de liberacion de
norepinefrina del grupo al que se le dio agua y los blancos al grupo al que se le dio sacarina 0.1%. La barra negra
corresponde al tiempo de exposicion al agua o a la sacarina. * P<0.05. Para ambos grupos n = 4.
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4. Liberacion de glutamato tras la inyeccion del inductor de malestar gastrico.

La figura 12 nos muestra que cuando se aplicd la inyeccién de LiCl 0.4 M el
glutamato increment6 alrededor del 350 % de la linea base de liberacion, incremento que
no se presentd en el grupo al cual se le inyectd NaCl 0.4 M. La diferencia entre los
grupos es estadisticamente significativa en la fraccién que corresponde a los 16 min, es
decir la que indica la respuesta a la inyeccion de LiCl (t=-4.251, p< 0.05), lo que sugiere
que la respuesta glutamatérgica en Cl es debida al inductor de malestar gastrico
especificamente puesto que la solucion de sodio que no induce tal malestar no produce

tal incremento.

5. Liberacion de norepinefrina tras la inyeccion del inductor de malestar

gastrico.

En el grupo al cual se le aplicé la inyeccion de LiCl 0.4 M la norepinefrina
incrementd mas del 400 % de la linea base de liberacién y se presentéd casi el mismo
incremento de norepinefrina en el grupo al cual se le inyect6é NaCl 0.4 M. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las fracciones de ambos
grupos como se puede ver en la figura 13, lo que indica que la respuesta noradrenérgica
debida a la inyeccion de LiCl no es especifica y puede deberse a otros factores que se

discutiran mas adelante.
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Fig. 12. Cinética de liberacion que muestra los cambios en el porcentaje de glutamato tras la inyeccion de LiCl 0.4 M
para un grupo y NaCl 0.4 M para otro. Se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos en la fraccion
gue indica la respuesta a la inyeccion. Los datos se graficaron como porcentaje de linea basal de liberacion y son
expresados como la media * error estandar. Los circulos negros corresponden a la cinética de liberacion de
glutamato del grupo al que se le inyecté NaCl 0.4 M (7.5 mL/kg) y los triangulos blancos al grupo a! que se le inyecto
LiCl 0.4 M (7.5 mL/kg); ta flecha indica el momento de la inyeccion. * P<0.05. Para ambos grupos n = 5.
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Fig. 13. Cinética de liberacion que muestra los cambios en el porcentaje de norepinefrina tras la inyeccién de LiCl
0.4 M para un grupo y NaCl 0.4 M para otro. No se encontraron diferencias significativas entre los dos. Los datos se
graficaron como porcentaje de linea basal de liberacién y son expresados como la media + error estandar. Los
circulos negros corresponden a la cinética de liberacion de glutamato del grupo al que se le inyecto NaCl 0.4 M (7.5
mL/kg) y los triangulos blancos al grupo al que se le inyectd LiCl 0.4 M (7.5 mL/kg); la flecha indica el momento de Ia
inyeccion. * P<0.05. Para ambos grupos n = 5.
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V. DISCUSION

La posibilidad de describir ciertos aspectos de la formacion del aprendizaje
gustativo de aversidon a través de cambios en la liberacion basal de neurotransmisores
permite evaluar el papel de los mismos en la sefalizacion de estimulos particulares, en
este caso, del estimulo gustativo y del malestar gastrico, que al asociarse dan lugar al
aprendizaje gustativo que resulta basico para la supervivencia de los animales, incluido el
hombre. Con el paso del tiempo han surgido herramientas que nos ayudan a realizar
estudios que se aproximan cada vez mas a una representacion real de lo que sucede en
el cerebro; una de las herramientas mas Utiles dentro de las neurociencias ha sido la
microdidlisis en libre movimiento que se ha aplicado ampliamente en el estudio de la
liberacion de neurotransmisores conjuntamente con el analisis por medio de HPLC; sin
embargo, las caracteristicas de éste no han permitido, hasta el momento, una resolucion
temporal mas detallada, como la conveniente para el estudio de la conducta y los cambios
extracelulares relacionados a la misma. Por lo cual, el desarrollo de técnicas de
cuantificacion que permiten el analisis de pequefias cantidades de muestra, como la
electroforesis capilar, resultan muy utiles pero son escasas; de ahi la importancia de
implementar una metodologia cuya aplicacion nos brinde la posibilidad de mejorar la
resolucion temporal, es decir, poder analizar fracciones obtenidas en intervalos mas
pequenos. Otra gran ventaja del método que se desarrolld y que esta basado en la
electroforesis capilar es que fue posible analizar simultaneamente y en la misma muestra
varios neurotransmisores de interés, ya que se pudo cuantificar al mismo tiempo
glutamato y norepinefrina. Este hecho no solo permitid disminuir el nimero de animales
necesarios para la experimentacion, sino que hizo posible ver la respuesta de liberacion

de estos neurotransmisores exactamente bajo las mismas condiciones.
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Respuesta de liberacion debida al estimulo gustativo.

La cinética de liberacion de glutamato tras la exposicion al estimulo gustativo
muestra que no hay cambios significativos en la Cl respecto a este neurotransmisor. Esto
concuerda con evidencias previas donde se monitorearon los niveles de glutamato en
esta misma estructura durante la exposicién a un estimulo gustativo nuevo (Miranda et al.,
2002). Sin embargo, era factible esperar cambios de liberacion tras este estimulo puesto
que hay evidencia de que la infusién de un antagonista de los receptores glhitamatérgicos
tipo NMDA, como lo es el AP5, antes de la presentacion del estimulo gustativo afecta la
formacion de la memoria gustativa de aversion a largo plazo (Ferreira et al., 2002), lo cual
indicaria actividad glutamatérgica al presentar el estimulo gustativo. Se pensaba que los
posibles cambios de liberacion relacionados al estimulo gustativo podrian llegar a
detectarse debido a que el tiempo de recoleccién de las fracciones pudo disminuirse
practicamente cuatro veces (4 min) respecto al tiempo de recoleccion reportado en el
trabajo de Miranda y colaboradores (2002), (15 min). Al no haber encontrado variaciones
en este neurotransmisor, es de pensarse que la solucidn de sacarina empleada induce
cambios indetectables por este método analitico o que realmente no hay un incremento
de la actividad glutamatérgica. Una evidencia que apoyaria esto Ultimo es la
proporcionada por Giovaninni y colaboradores (2001), donde no se observan
modificaciones en la liberacion de glutamato en la corteza prefrontal de ratas al colocarlas
en un contexto espacial nuevo, ni cuando este contexto ya es familiar (Giovaninni et al.,
2001); lo que podria sugerir que el glutamato no participa en la sefalizacién de la
novedad de los estimulos. No obstante, para saber si ésto es cierto en el modelo de

estudio del aprendizaje que nos ocupa, seria necesario estudiar la liberacién de glutamato
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presentando diferentes tipos de estimulos gustativos, asi como ver si hay variaciones

cuando estos estimulos se vuelvan familiares.

Dentro de la Cl se ha visto una correlacion entre la novedad del estimulo gustativo
y la liberacién de otro neurotransmisor, la acetilcolina (ACh), incrementando cuando el
estimulo es nuevo y disminuyendo gradualmente conforme se vuelve familiar (Miranda et
al., 2000); interesantemente, segun los resultados de la parte experimental, hay un
incremento significativo de norepinefrina tras dar la solucion de sacarina gque
aparentemente se mantiene durante 12 minutos y que no se presenta cuando el animal
bebe agua. Este incremento puede obedecer a que el sistema noradrenérgico central
participa en mecanismos de atencidn (Robbins et al., 2000), como aquellos involucrados
en la exposicion a estimulos nuevos, ademas esta comprobado que las neuronas del LC
se activan como respuesta a la novedad de estimulos gustativos (Cole et al. 1998),
recordemos que el LC tiene proyecciones directas a la Cl (Saper et al.,1982), y por lo
tanto la activacion de este nucleo noradrenérgico provocaria un aumento de norepinefrina
en sus estructuras eferentes. Por otro lado, se ha dicho que la actividad noradrenérgica
esta implicada en ansiedad y estrés (Gray et al., 1982; Redmond et al., 1979) y que estos
estados acompafan a situaciones en los que hay ambientes desconocidos (Robbins et
al., 2000). Es posible entonces que la respuesta noradrenérgica observada se deba a las
implicaciones que tiene el hecho de consumir un alimento nuevo, es decir, el consumir
poco del mismo porque no se saben las consecuencias postingestionales, lo que refleja
una respuesta neofobica (miedo a lo nuevo) que podria estar mediada por la actividad de
este neurotransmisor y que podria depender de la intensidad del sabor o del tipo de

sabor. Presumiblemente la actividad noradrenérgica en Cl formaria parte del mecanismo
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que permite enfocar la atencidn en eventos relevantes o en situaciones amenazantes

como las que suponen ingerir un alimento desconocido.

Si bien, hay evidencias que muestran la participacion directa de la norepinefrina en
los mecanismos de la neofobia, los resultados respecto a su papel modulatorio suelen ser
contradictorios y dependen de las condiciones experimentales bajo las que se llevo a
cabo el estudio (Steketee, et al,1992); ademas de que no se cuenta con informacién a
este respecto en la CI. De tal manera que el presente trabajo aporta nueva informacion
con la ventaja que ofrece el monitoreo de la liberacion por medio de microdialisis en libre
movimiento donde el animal estd en completa posesion de sus funciones, pero en
condiciones controladas que permiten asegurarnos de que el Unico estimulo nuevo sea el
gustativo. Para seguir estudiando.en esta estructura el posible papel de la norepinefrina
en la sefalizacion de la novedad es necesario conocer si su concentraciéon cambia en

relacion a la familiaridad del estimulo.

Respuesta de liberacion debida a la inyeccion del inductor del malestar gastrico.
Los resultados de liberacion muestran una respuesta glutamatérgica especifica a
la induccion del malestar gastrico dado que en las ratas a las cuales se les inyectd una
solucion equimolar de NaCl (0.4 M), que conductuaimente no produce un CAS tan
evidente como el LiCl a la misma concentracion, no se observé una variacion significativa
en la liberacion de glutamato. En un estudio previo se empled una solucién isoténica de
NaCl (Miranda et al., 2002) y la condicion de NaCl 0.4 M no se habia explorado antes
para evaluar la respuesta glutamatérgica en Cl, de manera que con este grupo control
pudimos discernir claramente la respuesta provocada por una sustancia que produce

nauseas y dolor gastrico de una que no lo hace. La aparicion de toxicidad en el caso del
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LiCl esta relacionada con la concentracion plasmatica de litio y la toxicidad aguda se

caracteriza por nauseas, diarrea, temblor y ataxia (Goodman et al.,1991).

Dentro de los importantes antecedentes proporcionados por Miranda vy
colaboradores (2002) se reportd un incremento en los niveles de glutamato con la
inyeccion de LiCl 0.4 M en la Cl pero no se apreci6 tan alto (se reportd menor al 200% de
la LB) como indican los resultados de esta tesis (mayor al 300% de la LB); de hecho, en
ese trabajo el cambio observado no se hizo evidente en la fraccion correspondiente a la
respuesta debida a la aplicacion de la inyeccibn, como se aprecia en la cinética de
liberacién de la figura 12, sino 30 minutos después. En el presente trabajo, la disminucion
en el tiempo de recoleccion permitid observar cambios muy evidentes en esta estructura
que revelan que hay un incremento de la actividad glutamatérgica en Cl, hasta donde nos
permitio ver la resolucion temporal del método, en algin momento dentro de los 4 minutos

siguientes a la inyeccion del inductor del malestar gastrico.

La razon de esta respuesta de liberacion glutamatérgica se basa en las
proyecciones anatémicas hacia la Cl, que sugieren que esta region participa en la
integracion de la informacion visceral (Bures et al.,, 1998), como se menciond en la
introduccion, el nOcleo taldmico ventral posteromedial le envia proyecciones de tipo
glutamatérgico, lo cual es trascendente dado que el talamo constituye un relevo de la
informacion gustativa y visceral que llega a la corteza (Saper et al.,1982). Otra estructura
del sistema limbico que envia proyecciones glutamatérgicas a la Cl es la amigdala, cuya
implicacion en la formacion del aprendizaje gustativo de aversion es de gran importancia,

sobre todo en el procesamiento del malestar gastrico; una evidencia de esto es que su
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inactivacion funcional con TTX antes de la presentacion del estimulo visceral atenua

significativamente la formacién del CAS (Bermudez, 2004).

Si bien es posible hacer la asociacioén entre el consumo de un alimento con dolor
gastrico aunque el malestar llegue varias horas después de la ingestion (de 2-4 horas,
Bermudez, 2004), es de esperarse que una vez que se presenta el dolor, la sefal que
acomparia a éste llegue a la Cl, donde esta siendo integrada la informacién gustativa y la
visceral, lo mas pronto posible dada la importancia de que el animal aprenda que cierto

alimento es dafino.

Son pocos los estudios que han ayudado a establecer qué neurotransmisores
estan involucrados especificamente en la sefializacién del malestar gastrico que se induce
para el estudio del aprendizaje gustativo de aversion; por una parte, tenemos datos que
indican el incremento de glutamato tras la entrada del estimulo visceral, y por otra, se ha
visto que la inyeccion de glutamato en Cl, tras haber dado una solucién de sacarina,
induce aversion moderada a ese sabor en una especie de imitacién de la llegada del
estimulo visceral antes mencionada (Ramirez-Lugo et al.,comunicacion personal), lo cual
sugiere que al menos parte de la sefial que liega a Cl debida al malestar gastrico es
glutamatérgica. Sin embargo, dado que el glutamato aplicado exégenamente por si solo
no llega a inducir una aversion al sabor tan fuerte como la que provoca la inyeccion de

LiCl, otros sistemas de neurotransmision deben estar implicados.

Segun los resultados de liberaciéon de norepinefrina relacionada al estimulo
visceral, la cantidad del neurotransmisor incrementé alrededor de 400% de la linea basal

al realizar la inyeccion de LiCl 0.4 M, pero también aumenté practicamente en la misma
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medida cuando se le inyecté la solucién de NaCl equimolar (0.4 M), lo cual reveld que la
senal norédrenérgica en la Cl dada por el malestar gastrico no es tan especifica como en
el caso del glutamato y dirige nuestra atencion hacia las caracteristicas que comparte la
aplicacion de las inyecciones. Una de ellas es la introduccién de un volumen de solucién
hipertonica en la cavidad peritoneal, ya sea de sodio o de litio, que irrita principaimente el
peritoneo parietal que es muy sensible y recubre las paredes del abdomen, y que esta
inervado por nervios aferentes somaticos y viscerales. La lesion o inflamacion local del
peritoneo parietal origina un espasmo muscular reflejo (Schwartz et al,, 1994) que indica
una respuesta nociceptiva caracterizada en el animal por la presencia de contracciones
abdominales que consisten en astriccion de los musculos laterales asociada a
movimientos de los miembros posteriores o estiramiento de todo el cuerpo, (Feng et al,,
2003); otra caracteris_tica comun de las inyecciones aplicadas es la insercion de una aguja

que podria causar molestia a nivel del peritoneo parietal.

El dolor generado que liega a través del nervio vago envia la informacion al NTS
que proyecta directamente al LC (Hassert et al., 2004), que como se menciono es un
importante nucleo noradrenérgico hacia la Cl (Saper et al.,1982). El gran incremento de
norepinefrina como respuesta a la inyeccién de ambos tipos de solucién probablemente
se debe a que las neuronas del LC estan especialmente activas durante estados de
ansiedad, incluyendo la exposicién a estimulos y ambientes estresantes o dolorosos
(Robbins et al., 2000), de manera que es posible que, siendo la Cl una cortgza visceral
que integra este tipo de informacion, deba recibir una sefial noradrenérgica que indique la

llegada de un dolor relevante como el provocado al peritoneo parietal.
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Dentro del modelo propuestp. por Bermudez-Rattoni (2004) donde integra la
respuesta producida por el estimulo -gustativo nuevo con la sefial producida por la llegada
del malestar gastrico, resalta la participacion del sistema colinérgico a través de sus
receptores muscarinicos en etapas tempranas de la formacion de la memoria
relacionadas al procesamiento del estimulo gustativo generando cambios intracelulares
en la Cl ligados a plasticidad sinaptica ’ que parecen ser de importancia con respecto a la
recepcion de la sefial glutamatérgica producida por el malestar gastrico (ver introduccion).
Un neurotransmisor que no habia sido incluido en este modelo es la norepinefrina, los
resultados que arroja esta tesis sugieren que el sistema noradrenérgico también esta
participando en el procesamiento del estimulo gustativo nuevo y es posible que fa
activacion de los receptores adrenérgicos genere cambios intracelulares que contribuyan
a la plasticidad sinaptica en la Cl relacionada al aprendizaje gustativo pero que aun no
han sido tan ampliamente explorados con los ligados al sistema colinérgico; de manera
que en este punto queda por explorar la participacion de los diferentes tipos de receptores
adrenérgicos y si su activacion esta involucrada en diferentes etapas de la formacion de la
memoria gustativa (adq.uisici()n, consolidacion y evocacion). Otro aspecto importante que
los resultados de esta tesis pusieron en evidencia fue la relacién de la norepinefrina en la
Cl con la induccion del malestar gastrico, que si bien, como se menciond anteriormente,
no es posible discernir con estos datos lo que el incremento de norepinefrina esta
sefalizando especificamente, si aporta nueva informacion que hace girar la atencién
hacia seguir investigando su posible participacion. Después de todo, la noradrenalina ha

sido implicada en el procesamiento y consolidacion de memoria con “carga emocional”, es

7 El término plasticidad sinaptica se refiere a la variabilidad de la fuerza de una sefial transmitida a través de
una sinapsis, algunos mecanismos involucran modificaciones covalentes de las proteinas sindpticas ya
existentes, como la fosforilacion, resultando en alteracién de la funcidn sinaptica; otros mecanismos
involucran la transcripcién de genes y cambios en los niveles de proteinas importantes a nivel de sinapsis.
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decir modelos de aprendizaje en los que se induce en los animales ansiedad, miedo y
estados de alerta (Berman et al, 2000) dentro de los cuales podria considerarse el

condicionamiento aversivo a los sabores.
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VI. CONCLUSIONES

E!l estudio de los cambios en la liberaciéon de glutamato y norepinefrina durante el
transcurso de estimulos particulares que formaran el aprendizaje gustativo de aversion en
un animal en libre movimiento permitié evaluar la posible participacion de dichos sistemas
en la fisiologia de la Cl, que es una estructura fundamental para la formacion del
aprendizaje gustativo.

Estimulo gustativo:

& La exposicion a un estimulo gustativo nuevo no genera cambios
apreciables en la liberacion de glutamato dentro de la Cl.

a La exposicion a un estimulo gustativo nuevo produce un incremento en la
liberacién de norepinefrina dentro de la Cl, ya sea involucrando un proceso
de atencion debido a la novedad o a la generacién de estrés debida a la
propia novedad.

Malestar gastrico:

& La liberacion de glutamato en Cl incrementa como parte de la sefalizacion
del malestar gastrico especificamente.

& El papel de la norepinefrina en la sefializacion del estimulo visceral dentro
de la ClI no queda claro, ya que las respuestas de liberacion observadas

dan pie a nuevas preguntas para explicar con mas detalle su participacion

en el aprendizaje gustativo.
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ANEXO 1

Curva patrén para la cuantificacion de glutamato en muestras de microdializado de

cerebro de rata.

ABC

600000 -

500000 -

400000 -

300000 -

200000 -

100000 -

y =103806x + 38703
R? = 0.9853

1 2 3 4 5

Concentracion de glutamato yM

Glutamato yM ABC
5 554137
2.5 281541
1.5 223628
0.6 120785
0.4 90100
0.1 49169

Tabla A. Concentracion y area bajo la curva de los estandares de glutamato disueltos en LCRA.

El limite de deteccion del método para glutamato fue de 10 nM y la concentracion

basal en las muestras de microdializado fue de 1.79 + 0.544 pM.
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ANEXO 1

Curva patron para la cuantificacion de norpeinefrina en muestras de microdializado
de cerebro de rata.

350000 -
300000
250000
(@]
0 200000 -
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150000 -
160000 y=55295x + 15386
i R%=0.9806
50000
O = =i = T == == s re == o
0 1 2 3 4 5 6
Concentracién de norepinefrina yM

Norepinefrina ABC

UM

5 554137
2.5 281541
1.5 223628
0.6 120785
0.4 90100
0.1 49169

Tabla B. Concentracion y area bajo la curva de los estandares de norepinefrina disueltos en LCRA.

El limite de deteccion del método para norepinefrina fue de 90 nM y la

concentracion basal en las muestras de microdializado fue de 2.955 + 0.468 pM.

55



	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Introducción
	II. Planteamiento del Problema y Objetivo
	III. Parte Experimental
	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Bibliografía
	Anexo

