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RESUMEN

Se ha evaluado la participacion de la dopamina en procesos de aprendizaje y
memoria y se ha comprobado que esta catecolamina es indispensable para la formacion de
la memoria de distintas tareas, entre las que se encuentra el condicionamiento de aversion a
los sabores (CAS). Este condicionamiento consiste en la presentacion de un sabor nuevo
que es pareado con una inyeccion de cloruro de litio (LiCL) para producir malestar
gastrico, lo que tendra como consecuencia que el animal disminuya el consumo de dicho
sabor al ser presentado nuevamente. Una estructura importante para la formacion de dicha
memoria es la corteza insular (Cl), donde la participacién del sistema dopaminérgico es

poco conocida.

Se sabe que en la ClI, hay un aumento de dopamina al presentar un estimulo
gustativo novedoso y que el bloqueo de los receptores dopaminérgicos tipo D1 afectan la
consolidacién del CAS (Berman et al., 2000, Guzman & Bermudez 2007). Por ello uno de
los objetivos de este trabajo, fue probar si era posible modular la consolidacién mediante la
activacion de los receptores D1. Para lo que se administré en corteza insular el agonista
SKF-38393 antes de la adquisicion. Los resultados obtenidos muestran que con la

administracion de este agonista no se consolida el CAS.

Otras evidencias han mostrado que el fortalecimiento de diferentes tareas de
aversion se da a traves de la potenciacion de los receptores NMDA por los D1 via proteina
cinasa A (Bernabeu et al., 1997, Izquierdo et al., 1998, Barros et al., 2003). Por lo que se
estudio si la actividad de esta cinasa participaba en la formacion de la memoria del CAS.
Con la administracion de Rp-AMPc (un inhibidor de PKA) en corteza insular antes y
después del condicionamiento, se comprobd que dicha cinasa desempefia un papel
importante en la consolidacién del CAS.

Con los experimentos realizados se confirma que la participacion de los receptores
D1 y su adecuada regulacién, asi como la activacion de PKA son requeridas para la

formacion de la memoria del CAS.
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I. INTRODUCCION.
1. Memoria.

El aprendizaje es el proceso por el cual adquirimos conocimiento sobre el mundo,
mientras que la memoria es el proceso por el cual dicho conocimiento es codificado,

almacenado y posteriormente recuperado (Kandel et al., 2001).

El estudio de la memoria estuvo restringido a la filosofia hasta finales del siglo XIX.
En 1885 el trabajo de Hermann Ebbingaus, que fue el primero en analizar sisteméaticamente
la memoria, permitié clasificar ésta de acuerdo a su duracién; determind que existen
memorias que duran minutos y otras que persisten dias o semanas. George Miller y Alfons
Pilzecker acufiaron el término “consolidacion”, el cual se refiere a la estabilizacion de la
memoria. Posteriormente William James hizo una distincion cualitativa entre Memoria de
Corto Plazo (MCP) que se refiere a aquellas memorias que duran minutos u horas y que no
dependen de sintesis de proteinas y llam6 Memoria de Largo Plazo (MLP) a aquellas
memorias que duran meses 0 afios y que son dependientes de sintesis de proteinas
(Bermudez et al., 2001, Milner et al., 1998).

Uno de los casos mas trascendentales para el estudio de la memoria fue el caso
H.M. (an6nimo) estudiado por Brenda Milner en 1953. Un vardn de 27 afios de edad fue
sometido a una cirugia en la cual se le extirp6 el I6bulo temporal como tratamiento para
ataques epilépticos severos. La consecuencia de dicha cirugia fue la incapacidad de H.M.
para almacenar nuevas memorias, sin embargo recordaba todos los eventos previos a la
extraccion quirurgica. Se creyo que la incapacidad de H.M. para formar nuevas memorias
era absoluta, asi que Brenda Milner para investigar ésto sometié a H.M. a varias tareas
conductuales, en una de ellas H.M tenia que repintar el contorno de una estrella viéndolo a
través de un espejo; H.M. aprendié a ejecutar la tarea como un individuo normal,
mejorando con cada sesién de practica a lo largo de los dias. Sin embargo, lo mas
sobresaliente era que antes de cada nueva sesion de entrenamiento habia que explicarle en
qué consistia la prueba, pues él afirmaba que nunca antes la habia realizado (Milner et al.,
1998, Bermudez et al., 2001, Kandel et al., 2001). Esto demostré que los sitios neuronales

donde reside la memoria son varios y que existe mas de un sistema de memoria.
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A un sistema de memoria se le llama “No declarativa o Implicita” que se adquiere
con la repeticion de una tarea y posee las caracteristicas de una accion refleja, su uso es
automatico y su formacion y evocacién no requieren participacion consciente. El otro
sistema de memoria se conoce como “Memoria declarativa o Explicita” en el cual la
adquisicién y evocacion requieren de la participacion consciente (Milner et al., 1998,
Bermudez et al., 2001).

Dentro de la memoria implicita se encuentra el condicionamiento clasico, que fue
descrito por el fisidlogo ruso Ivan Pavlov (1927). En el cual los animales aprenden a
asociar dos estimulos, uno neutral denominado estimulo condicionado (EC) y un estimulo
que es innato, no aprendido llamado estimulo incondicional (El) que se denomind asi
dado que ocurren de manera incondicional. Después de parear varias veces el EC al El, la
sola presentacion del EC puede provocar una respuesta condicionada (RC). Por ejemplo, si
alguien aplaude cerca de un perro, éste puede responder de varias maneras, pero no es
probable que la salivacion sea una de ellas, pero si alguien aplaude (EC) y de inmediato
coloca trozos de pan (EIl) en el hocico del perro y este procedimiento es repetido en varias
ocasiones, el perro salivard (RC) cuando alguien aplauda (Chance 1999).

Para el estudio de la memoria y sus diferentes etapas se emplea el
Condicionamiento de Aversion a los Sabores (CAS), que es considerado un modelo de

condicionamiento clésico.
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2. Aprendizaje gustativo: Condicionamiento de Aversion al Sabor.

Para sobrevivir los animales necesitan aprender cuando un alimento es seguro. En
los 50s John Garcia comenzo a estudiar los efectos que los rayos y tenian sobre los
animales. Dicho investigador encontrd que los animales que eran irradiados después de
comer o tomar agua con un sabor especifico, varios dias después rechazaban cualquier
alimento o agua que tuviera el mismo sabor. A este procedimiento se le llamo
condicionamiento de aversion a los sabores (CAS) (Bermudez-Rattoni et al., 2001; Garcia
et al., 1985; Bures et al., 1998).

En el protocolo de este trabajo la presentacion del sabor nuevo es asociado con la
induccion de malestar gastrico por medio de la administracion intraperitoneal de cloruro de
litio, de tal manera que al presentar de nuevo dicho sabor el animal tiende a disminuir su
consumo (ver Fig. 1). Este modelo tiene varias ventajas metodologicas: 1) puede
establecerse un CAS fuerte al parear una sola vez el sabor con el malestar, 2) es posible
formar el CAS aln cuando hayan pasado varias horas entre la exposicion al sabor y la
Ilegada del malestar, 3) permite estudiar las diferentes etapas de la memoria, 4) se conocen

las vias neuronales implicadas en el CAS (Yamamoto et al., 1998).

La figura 1 esquematiza la fase de adquisicion (asociacion entre el sabor y el
malestar gastrico) y la prueba (posterior presentacion del mismo sabor en donde se evalla
si el animal recuerda que le hizo dafio).

Sabor Nuevo + Induccion de malestar gastrico = Disminucion de

consumo | |

t= 4 hrs (MCP)
t=72 hrs (MLP)

Fig 1. Procedimiento del condicionamiento aversivo a los sabores. Se presenta un sabor novedoso seguido de la induccién de malestar
gastrico, en la siguiente presentacién el animal disminuye su consumo como reflejo del aprendizaje de la tarea (representado por la
flecha).
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3. Vias neurales implicadas en el aprendizaje gustativo.

Codificacion del estimulo gustativo: Comienza cuando el sabor hace

contacto con la cavidad oral, mediante los nervios craniales facial (VII) y glosofaringeo
(IX) con contribucion del nervio vago (X) que inervan la lengua y la cara, posteriormente la
informacion es llevada al ndcleo del tracto solitario rostral (NTSr). Desde aqui la
informacidn llega al nucleo parabraquial dorsolateral (NPBd), el cudl tiene proyecciones
hacia el hipotdlamo lateral, amigdala central y basolateral, a la estria terminal y hacia el
nucleo ventral posteromedial del talamo (VPM). Desde el VPM, la informacion gustativa
finalmente llega a la corteza gustativa en la corteza insular (Cl, Fig.2) (Bermudez-Rattoni,
2004; Welzl, 2001).

nervios
craniales

Fig 2. Esquema simplificado de las vias neuroldgicas implicadas en la codificacion de la memoria gustativa.
Tomado de Yamamoto et al., 1998.

Codificacion del estimulo visceral (malestar gastrico): El nicleo del tracto

solitario caudal (NTSc) recibe proyecciones del nervio vago que es sensible a irritacion
gastrica y del area postrema (AP) que es sensible a toxinas presentes en la sangre. Las
proyecciones del NTSc llegan al ndcleo parabraquial externo lateral, la amigdala central y
el nacleo hipotalamico paraventricular. EI NPBd tiene proyecciones hacia la parte ventral
posterolateral del tdlamo, que junto con la amigdala central presenta eferencias hacia la Cl
(Bermudez-Rattoni, 2004; Bures et al., 1998).
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4. Corteza Insular (CI).

En la rata la region de la Cl ocupa una posicién marginal en la superficie lateral del
hemisferio cerebral, entre el surco rinal y la arteria cerebromedial. Por sus caracteristicas
histologicas esta estructura se encuentra dividida en: granular, disgranular y agranular y se
ha propuesto que la integracion cortical de la informacion gustativa ocurre en la corteza

insular agranular (Sewards & Sewards, 2001; Aleksandrov & Fedorova, 2003).

La CI es una de las estructuras mas estudiadas en la memoria de aversion debido a
que las conexiones anatdmicas sugieren que esta region del cerebro desempefia un papel
importante en la integracion y almacenamiento de la informacion visceral y gustativa
(Bures et al., 1998).

Las areas que envian aferencias a la CI incluyen al ndcleo talamico medial,
hipotdlamo lateral, corteza cingulada, corteza prefrontal medial, area lateral parabraquial y
nicleo acumbens (Ohara et al., 2003). En particular la Cl ha sido relacionada con el sistema
dopaminérgico mesocortical y recibe proyecciones del area ventral tegmental (Coffen et
al., 2007).

La CI es esencial para la adquisicion y retencion del CAS. Dunn y Everit reportaron
que el &cido iboténico produce lesiones excitotoxicas en la Cl que impiden el aprendizaje
del CAS (Dunn & Everit, 1988). Otros estudios muestran que las lesiones en Cl atentan la
adquisicion y evocacion del CAS (Bures et al., 1998). También se ha visto que la inyeccion
intracortical de tetrodoxina (TTX) en la CI induce la inactivacion temporal de los canales
de sodio, que administradas antes de presentar un sabor nuevo impiden la formacion del
CAS (Jiménez & Tapia, 2004; Bermudez-Ratonni, 2007).



INTRODUCCION

4.1 Sistema dopaminérgico involucrado en el CAS.

La dopamina es un neurotransmisor que pertenece al grupo de las catecolaminas, su

sintesis tiene lugar en las terminales nerviosas dopaminérgicas a partir del aminoécido

tirosina. La primera enzima en la biosintesis de la dopamina es la tirosina hidroxilasa que

convierte la tirosina en L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) la cual es el paso limitante en su

sintesis. En su segunda etapa la L-DOPA produce dopamina y CO, (Kandel et al., 2001).

Los transportadores constituyen el principal mecanismo para finalizar la transmision

sinaptica. La dopamina recapturada es convertida por la enzima monoamino-oxidasa

(MAO), presente en el interior de la terminal nerviosa en &cido dihidroxifenilacético

(DOPAC) el cual es liberado al exterior de la terminal para ser convertido en acido

homovanilico (HVA) por la enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT) (Bahena et al.,

2000).
1
Tircsing —> [ .DoPA
v 2
Dopamina

3.4
:¢<;§f(:3ryﬁ;!h§r
xJ(L(’ ﬁ
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Neurona post-sindptica

Fig. 3. En el esquema se muestra la sintesis de
dopamina en la terminal presinaptica. La tirosina es
convertida por la tirosina hidroxilasa (TH) en L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (1), la L-DOPA a
través de la descarboxilasa produce dopamina (2), la
cual es empaquetada en vesiculas sinapticas (3) y
transportada hacia la membrana pre-sindptica, la
vesicula se fusiona con la membrana celular pre-
sinaptica y la dopamina es liberada hacia el espacio
extracelular (4). La dopamina liberada llega a los
receptores post-sinapticos (5), la dopamina excedente
es recapturada a través de transportadores que se
encuentran en la neurona pre-sindptica (6) Yy
degradada por las enzimas monoamino-oxidasa
(MAQ) y catecol O-metiltransferasa COMT(7).
Tomado de http://encolombia.com/medicina
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Todos los receptores dopaminérgicos poseen siete dominios transmembranales, de
20 a 25 residuos hidrofébicos cada uno, y estan acoplados a sistemas de transduccién
intracelulares mediante proteinas G. Con base a sus caracteristicas moleculares se han
descrito cinco subtipos de receptores para dopamina, que se han agrupados en dos familias:
la D; en donde se encuentran los receptores D; y Ds, asi como la familia D, a donde
pertenecen los receptores Dy, D3 y D4. Los receptores de la familia D; estimulan a la
enzima adenilato ciclasa para producir adenosina monofosfato ciclico (AMP,); en tanto que
la activacion de los receptores pertenecientes a la familia D, inhibe su formacién. Se ha
reportado también que en la corteza cerebral frontal, la activacion del receptor D; induce la
produccion de otros segundos mensajeros, como el 1,4,5-inositol trifosfato (IP3) y el

diacilglicerol (DAG), por estimulacion de la fosfolipasa C (Fig. 4) (Bahena et al., 2000).

Fig 4. Mecanismos de transduccion de sefiales acoplados a las familias D; y Ds. Los receptores
dopaminérgicos se encuentran acoplados a proteinas G, la familia de receptores D1 estimulan a la enzima
adenilato ciclasa lo cual conlleva a la produccion de adenosina monofosfato ciclico (AMP,) la que a su vez
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activa a PKA, mientras que la familia de receptores D2 inhiben esté sefializacion. Otros segundos mensajeros
activados son: DAG, diacilglicerol; 1P31,4,5-inositol trifosfato. Tomado de Bahena et al. 2000

Existen cuatro vias dopaminérgicas: 1) la via nigroestriatal que va de la sustancia
nigra al estriado y es importante para el control del movimiento, se ve afectada en la
enfermedad del Parkinson y en otros trastornos del movimiento, 2) la via mesolimbica que
va del area ventral tegmental al sistema limbico y es importante en procesos afectivos,
emocionales y motivacionales, su mal funcionamiento esta relacionado con la adiccion a las
drogas, 3) la via tuberoinfundibular se origina en el hipotdlamo, se proyecta hacia la
hipdfisis y se ha visto involucrada en la secrecion hormonal y 4) la via mesocortical que va
del area ventral tegmental hacia la corteza y esta involucrada en procesos cognitivos y de
memoria. De la via mesocortical llega la dopamina a la Cl (Kandel et al., 2001).

Lesiones en la Cl con 6-OHDA (6-hidroxidopamina) una neurotoxina que destruye
las terminales catecolaminérgicas provoca que los niveles de las mismas disminuyan en
esta estructura. Los niveles de dopamina encontrados en animales lesionados revelan una
disminucion del 88.8 % de dopamina comparados con animales control, esta disminucion

tiene un papel importante en la adquisicion del CAS (Fernandez-Ruiz et al., 1993).

También se han descrito cambios extracelulares de la dopamina en la Cl por medio
de la técnica de microdidlisis, la cual permitié demostrar que al presentar un estimulo
gustativo nuevo incrementa la liberacién de esta catecolamina (Guzman-Ramos &
BermuUdez-Rattoni, 2007).

Mediante la administracién de un antagonista de los receptores D1, el SCH-23390
(R-(+)-8-cloro-2,3,4,5-tetrahidro-3-metil-5-fenil-14-benzazepina-7-ol) en la CI antes de la
adquisicion se afecta la MLP pero no la MCP del CAS (Berman et al., 2000; Guzman-
Ramos & Bermudez-Rattoni, 2007), demostrando asi que los receptores D1 estan

involucrados en la codificacion del estimulo gustativo y en la consolidacion del CAS.
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Estudios realizados en otro tipo de condicionamiento de aversion, muestran que la
actividad de los receptores D1 en la corteza prefrontal es importante en la tarea del
condicionamiento al miedo®, ya que al bloquearlos con SCH-23390 15 minutos antes del
condicionamiento no se afecta la adquisicion pero si se impide la formacion de la MLP, lo
cual sefiala que la actividad de los receptores D1 son importantes para la consolidacion de

dicho condicionamiento pero no para su adquisicion (Runyan & Dash., 2004).

También se ha evaluado la participacion de los receptores D1 a través de
microinyecciones de SKF-38393 (agonista de los receptores D1; 1-fenil-7,8-diol-2,3,4,5-
tetrahydro-1H-3-benzazepina). Se ha encontrado que microinyecciones en el hipocampo y
en la corteza entorrinal de SKF-38393 a varias dosis: 0.3, 1.5 y 7.5 ug/uL administradas
antes de la presentacion del estimulo, mejoran la MLP de la tarea de prevencion pasiva?
(Bernabeu et al., 1997; 1zquierdo et al., 1998; Barros et al., 2003).

! El entrenamiento de esta tarea consiste en presentar un tono que es asociado con un choque eléctrico en las
patas del animal, la memoria se mide como porcentaje de inmovilidad al presentar el tono.
? En esta tarea se mide la latencia del animal en bajar de un escaléon a una rejilla electrificada.
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4.2 Sistema glutamatérgico involucrado en el CAS

Entre los neurotransmisores que forman parte del grupo de los aminoacidos se

encuentra el glutamato, el cual es una sustancia excitatoria. EI mayor precursor del

glutamato en las terminaciones nerviosas es la glutamina, la cual es metabolizada a

glutamato por la enzima glutaminasa. Luego de su empaquetamiento y liberacion, el

glutamato es retirado de la hendidura sinaptica por los transportadores de glutamato de alta

afinidad presentes tanto en células gliales como en las terminaciones presinépticas. Las

células gliales contienen la enzima glutamina sintetasa, que convierte al glutamato en

glutamina, la cual es entonces transportada fuera de las células gliales y hacia el interior de

las terminaciones (ver fig. 5) ( Purves et al., 2003).
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Fig. 5. Sintesis y reciclado del
glutamato entre neuronas y glia. La
accion del glutamato liberado en la
hendidura sinaptica es terminada por
la captacion en las neuronas y las
células gliales circundantes mediante
transportadores especificos. En el
interior de la terminacion nerviosa, la
glutamina liberada por las células
gliales es convertida nuevamente en
glutamato.

Tomado de Purves et al. 2003

Existen dos clases de receptores del glutamato: ionotropicos y metabotropicos. Los

receptores ionotropicos son canales cationicos que al activarse causan despolarizacion

neural generando un potencial postsinaptico. Estos receptores son clasificados de acuerdo a

la sensibilidad a analogos no fisioldgicos del glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDA),

acido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionico (AMPA), y Kainato (KA) (ver fig.

6).
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Fig. 6. Esquema que muestra 4 tipos de receptores de glutamato. Dos receptores iénotropicos mostrados son
los AMPA y los NMDA (solo se muestran dos receptores iénotropicos debido a que el AMPA y KA son muy
similares), asi como los receptores metabotrépicos del grupo | y del grupo I1. Los antagonistas competitivos
son mostrados en las cajas. Ambas clases de receptores metabotropicos estan acoplados a enzimas
intracelulares via proteinas G, fosfolipasa C (PLC) en el caso del grupo | y el grupo Il inhibe a adenilato
ciclasa (AC). Tomado de Siegel et al. 2000.

Se ha propuesto que el glutamato participa en la codificacion de la informacion del
malestar gastrico en el CAS, estudios realizados con la técnica de microdialisis han
mostrado un aumento en la liberacion de glutamato en la CI durante la administracion de
LiCl (Miranda et al., 2002; Guzman-Ramos & Bermudez-Rattoni, 2007).

Numerosos trabajos han involucrado la activacion de los receptores NMDA en
procesos que influyen en la estabilizacion de la MLP (Gutierrez et al., 1999; Ferreira et al.,
2002; Berman et al., 2002). Microinyecciones en la Cl con &cido fosfovalérico (APV,
antagonista del receptor NMDA), administradas antes de presentar el estimulo novedoso o
antes de la inyeccion intraperitoneal del LiCl, impiden la formacién de la MLP del CAS

pero no afectan la MCP (Rosenblum et al., 1997; Ferreira et al., 2001).
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4.3 Interaccion de los sistemas dopaminérgico y glutamatérgico.

La administracion simultanea de agonistas de los receptores tipo D1 (SKF-38393) y
de los receptores NMDA aumenta significativamente esta potenciacion (Cepeda et al.,
1993; Smith-Roe & Kelley, 2000; Tseng & O’Donnell, 2004). En el nacleo acumbens y la
corteza prefrontal la administracion de antagonistas de los receptores D1 y NMDA impiden

la adquisicion de un aprendizaje instrumental (Baldwin et al., 2002).

Los receptores D1 aumentan la produccion de AMPc que a su vez activa a PKA
que fosforila a los receptores NMDA en la subunidad NR1, de manera que pueden ser
regulados por la dopamina a través de esta via (Gretchen et al., 1998). Adicional a esto, la
administracion de Rp-AMPc, un diasteroisomero de AMPc que bloquea a PKA inhibe la
formacion de la memoria de diferentes tareas en varias estructuras (ver fig.7) (Barros et al.,
2003; Caster & Williams, 2007; Cepeda et al., 1998; Snyder et al., 1998).

Fig.7. Se muestra el mecanismo

propuesto de la regulacion por DA a través de la
fosforilacion de la subunidad NR1 del receptor
NMDA de glutamato. En este modelo la DA, por
la activacion de sus receptores D1 aumenta la
actividad de la adenilato ciclasa que induce la
formacién de cAMP y la activaciéon de PKA. La
activacion de los receptores tipo D2 de DA inhiben
la formacién de cAMP con lo que decrece la
fosforilacion de NR1.
D1-type: receptor tipo 1 de dopamina; D2-type:
receptor tipo 2 de dopamina; AC adenilato ciclasa;
PKA proteina cinasa dependiente de AMPc, NR1
subunidad de los receptores NMDA de glutamato.
Esquema modificado de Snyder et al., 1998.
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Datos recientes a través del monitoreo de cambios extracelulares han mostrado que
existen cambios relacionados con la asociacion de los estimulos en el CAS. Se describi6 un
aumento en la liberacién de dopamina y glutamato que coincidian en temporalidad post-
adquisicion en el grupo condicionado (animales expuestos a sacarina al 0.1% seguida de
LiCl 0.4 M i.p. y que da como resultado la formacion del CAS) y que no fueron observados
en el grupo no condicionado (animales expuestos a sacarina al 0.1% seguida de NaCl 0.4 M
i.p, que no resulta en la formacion del CAS), estos resultados sugieren que la liberacion
dopamina y glutamato, estd relacionada con la formacion de la memoria del CAS. La
comprobacion de tal hipotesis se llevd a cabo mediante el blogueo de los receptores D1 y
NMDA simultdneamente, con lo que se afecta la estabilizacion de la MLP, comprobandose
asi que durante el proceso mnemonico la activacion simultanea de los receptores D1 y
NMDA contribuyen a la consolidacién de dicha memoria (Guzman-Ramos & Bermudez-
Rattoni, 2007)
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA'Y OBJETIVOS.

Como se ha mencionado anteriormente existe evidencia de que la exposicion a un
sabor nuevo genera cambios en la concentracion extracelular de dopamina en la corteza
insular mientras que la induccion del malestar gastrico involucra cambios corticales de

glutamato en el condicionamiento de aversion a los sabores.

Con el monitoreo subsecuente a través de la microdidlisis se observa un aumento en
la liberacion de dopamina y glutamato que coinciden en temporalidad después del
condicionamiento (alrededor de 50 min post-adquisicién) y mediante el bloqueo de los
receptores D1 y NMDA se comprobé que se afecta la estabilizacion de la memoria a largo
plazo pero no la de corto plazo.

Hasta el momento se ha visto que el blogueo de los receptores D1 afecta la memoria
gustativa y que la administracion del agonista SKF-38393, en otros condicionamientos de
aversion mejora el desempefio en dichas tareas, pero no se ha visto el efecto de dicho

agonista en la formacién de la memoria del CAS.

Por otro lado se cuenta con evidencia de que los receptores D1 potencian las
respuestas mediadas por los receptores NMDA a través de la fosforilacion de la subunidad
NR1 via PKA. Sin embargo, no hay trabajos que indiquen que este mecanismo esté

presente en el CAS.

HIPOTESIS
l. Si el blogueo de la actividad de los receptores D1 impide la formacion de la
memoria del CAS a largo plazo, entonces la activacion de dichos receptores la
mejorara.
. Se propone que la activacion de los D1 potencian el funcionamiento de los
NMDA via PKA, por lo tanto si PKA es inhibida la interaccion D1-NMDA se

verd afectada y no se formara la memoria a largo plazo del CAS.
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Los objetivos de esta tesis fueron:

1)

2)

Estudiar la participacion de los receptores D1 en la formacion de la memoria
gustativa en la corteza insular a través de microinyecciones de un agonista (SKF

38393 a5, 7.5y 10 ug/ul) antes y después del estimulo gustativo.

Determinar si es necesaria la actividad de PKA para la adquisicion ylo
consolidacion del CAS en la corteza insular a través de microinyecciones de un
inhibidor de la enzima PKA (Rp-cAMP, 0.065 pg/ul) 15 min antes del
condicionamiento y 30 min después del mismo en diferentes grupos y evaluar la

memoria a corto y largo plazo.
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Ill. PARTE EXPERIMENTAL

1. Animales

Se emplearon 124 ratas macho Wistar de 60 dias de nacidos y de 260-300 g de peso al
momento de la cirugia. Se colocaron en cajas individuales en el vivario del Instituto de Fisiologia
Celular bajo las especificaciones técnicas de la NOM-062-200 y conforme al apéndice informativo

de la misma norma (http://amcal-ac.blogspot.com).

2. Implantacion de cdnulas guia

El objetivo de este procedimiento quirdrgico consiste en la implantacidon de dos canulas
bilaterales que permiten la administracién de diferentes farmacos en la estructura que se desea
estudiar. Los animales fueron anestesiados con ketamina (84 mg/kg) y xilacina (0.4 mg/kg) via
intraperitoneal y colocados en un aparato estereotaxico® (Stoelting 51600, lllinois, E.U.A; Fig. 8).
Una vez retirada la piel el lugar de la implantacion de las canulas, se determind, de acuerdo a
coordenadas obtenidas del atlas Paxinos?, donde el punto de referencia antero-posterior (AP) es
la unidn de las suturas de los huesos craneales, llamada Bregma, la linea medial sagital como

referencia lateral (L) y la superficie del craneo como la referencia de profundidad (DV; ver fig. 8).

Las coordenadas empleadas para Cl fueron AP= +1.2 mm, L= £5.5mm y DV= -3 mm. Las
canulas fueron sujetas al crdneo con acrilico dental y dos tornillos; por ultimo se aplicaron
antibidticos tépicos para prevenir infeccidn en el drea. Los animales se recuperaron durante 5 dias

con agua y comida ad libitum.

1 El aparato estereotaxico permite la correcta colocacion 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
localizacion de una estructura cerebral a partir de puntos de referencia externos, visibles cuando el
investigador sitda al animal en el aparato esterotaxico y realiza un pequefio corte en la piel que recubre el
craneo, hasta que éste queda expuesto.

2 El atlas estereotaxico 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.

16



PARTE EXPERIMENTAL

A. Perillas
B.
/ P Figre 11
Craneo )
Canula
C Bregma Linea media sagital
Interqural 10.70 mm Bregma 1.7) mm

Fig. 8. (A) Esquema del aparato estereotaxico. (B) Seccidn 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. (C) Paxinos & Watson, 1998.

3. Protocolo conductual del Condicionamiento de Aversion al sabor (CAS).

Las ratas fueron privadas de agua durante 24 hrs; posteriormente se les proporcionaron
30 ml de agua en una probeta graduada por 15 minutos, mafiana y tarde por 5 dias. Se registraron

los ml de agua promediando los consumos de la mafana para obtener la linea basal de consumo.

Para la adquisicién del CAS se presenté durante 15 minutos una solucidn de sacarina
sodica al 0.1% (Sigma St. Louis MO), después de 15 minutos se inyectd intraperitonealmente
Cloruro de Litio 0.4 M (7.5 mL/kg, Fluka) para inducir malestar gastrico. Para medir la memoria a
corto plazo (MCP) se les presentd a los animales sacarina después de 4 horas y para medir la
memoria a largo plazo (MLP) se presentd nuevamente sacarina 72 horas después (Bermudez-

Rattoni, 2004).
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4. Microinyecciones intracorticales.
Para la administracidn de los farmacos se utiliza un inyector de 11.5 mm de largo, el cual
es conectado mediante tuberia a una bomba de perfusién (Cole Parmer). El fdrmaco es inyectado
a una velocidad de 0.5 pl/min durante dos minutos para la administracion de 1 pl total, en cada

hemisferio, dejando el inyector durante 1 minuto mas para permitir la difusion del liquido.

5. Fdrmacos.

Los farmacos utilizados fueron:

e R —(+)-8-cloro-2,3,4,5-tetrahidro-3-metil-5-fenil-1H-3-benzacepina-7-ol (SCH 23390),
antagonista de los receptores D1, en la dosis 2 pg/ pl.

e 2-amino-5-acido fosfopentanoico (APV), antagonista de los receptores NMDA, en la dosis
0.5 pg/ul (Ferreira et al., 2002).

e SKF 38393, agonista de los receptores dopaminérgicos D1, en las siguientes dosis: 5, 7.5 y
10 pg/ul.

e Rp-cAMP 0.065 pg/ul, inhibidor de PKA.

Todos de sigma St. Louis MO disueltos en solucion salina.

6. Andlisis de los resultados:
El volumen de agua consumido se expresdé como porcentaje de linea basal de consumo de

agua t ESM.

Para obtener el porcentaje de la linea basal de consumo de agua se utilizé la férmula: porcentaje
de consumo con respecto a la linea base de consumo de agua = 100x Consumo de sacarina en ml/

Promedio de consumo basal de agua en ml.

Para el analisis estadistico se utilizé el programa Stat View, y se empled la prueba ANOVA; un valor

de p< 0.05 se considerd estadisticamente significativo.
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7. Histologia.

Después de finalizar el experimento los animales fueron sacrificados con pentobarbital
sddico y perfundidos transcardialmente con solucidn salina isotdnica para que el cerebro quedara
libre de sangre, el cual fue retirado y colocado en una solucidon de paraformaldehido al 4%,
posteriormente se colocaron en una solucidon de sacarosa al 10%, 20% y 30% paulatinamente y
conservados a 4°C hasta ser cortados en secciones coronales de 40 um de grosor a través de las
areas circundantes a la insercién de las canulas. Por dltimo los cortes fueron tefiidos con violeta de

cresilo al 1%, para observar con el microscopio si la localizacién de la canula era correcta.

19



RESULTADOS Y DISCUSION

IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

Histologia.

En la Fig.9. se muestra la fotografia de un corte coronal de CI, de 40 um de
grosor tefiido con violeta de cresilo, la que es contrapuesta con un esquema de la
seccion coronal correspondiente a un atlas estereotaxico del cerebro de rata (Paxinos &
Watson, 1998). La fotografia muestra que la insercién de la céanula se realizo

correctamente.
Canula

Canula

Fig. 9. El lado de la derecha muestra la fotografia de un corte coronal de 40 m de ancho tefiido con violeta
de cresilo al 1 %, en donde se observa el espacio dejado por la canula. En el lado izquierdo se contrapone un
esquema tomado del atlas estereotaxico (Paxinos & Watson) para ubicar el sitio donde se encuentra la CI.

En la primera fase de los experimentos se evalud la participacion de los receptores
D1 en la formacién de la memoria gustativa a través de la administracion de un agonista de
dichos receptores (SKF-38393) a varias dosis (5, 7.5y 10 pg/ul) en la Cl, 15 minutos antes
de la presentacion del estimulo gustativo durante el condicionamiento de aversién al sabor
(CAS).
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En la Fig 10. se muestra el porcentaje de linea base de consumo de sacarina al 0.1 %
en las diferentes etapas de la memoria: adquisicion (ADQ), memoria a corto plazo (MCP) y
memoria a largo plazo (MLP), la barra con rombos representa a los animales control a los
que se les administrd solucion salina, la barra con circulos representa animales a los que se
les administré el SKF-38393 a una dosis de 10 ug/ul, la barra con lineas horizontales
representa animales a los que se les administro el SKF-38393 a una dosis de 7.5 pg/ul y la
barra con lineas diagonales representa animales a los que se les administr6 el farmaco a

una dosis de 5 pg/ul.

En la linea de tiempo se muestra el protocolo experimental llevado a cabo, la flecha
negra representa la administracion intracortical de solucion salina 0 SKF-38393 15 minutos
antes de la exposicion al sabor nuevo, la fecha gris representa la inyeccion de LiCl 0.4 M
15 minutos después de la presentacion del sabor nuevo, la memoria a corto plazo (MCP)
fue evaluada 4 horas después y la memoria a largo plazo (MLP) se evalué 72 horas

después.

En el andlisis estadistico ANOVA, no hay diferencias significativas entre el
porcentaje de consumo entre los grupos experimentales y el consumo del grupo al cual solo
se le administré el vehiculo (solucién salina, SS) en la adquisicién ni en la memoria a corto
plazo. En la prueba de memoria a largo plazo se observa una diferencia significativa entre
el grupo al cual se le administr6 SKF-38393 a una dosis de 7.5 ug/ul con respecto a su
grupo control SS (F 442=3.958; p<0.05).
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Fig. 10. Se presenta consumo del sabor nuevo (sacarina al 0.1%) como porcentaje de consumo con respecto a la linea basal de agua en
animales a los cuales se les administré intracorticalmente solucién salina (SS) 6 SKF-38393 antes de la presentacion del estimulo
gustativo. No se observan diferencias significativas en la adquisicién (ADQ) ni el la memoria a corto plazo (MCP) en ninguno de los
grupos. En la memoria a largo plazo (MLP) hay diferencia significativa entre el grupo de animales inyectados con la dosis de 7.5ug/pl
(barra con lineas horizontales) y su grupo control (barra con rombos). *P<0.05

La administracion de varias dosis se hizo con la finalidad de buscar un efecto de
dosis-dependencia. En nuestro experimento la Unica dosis que tuvo efecto es la de 7.5
ug/ul, ésto puede deberse debe a que la regulacion de la dopamina muestra un perfil de U
invertida en relacion con el nivel basal del neurotransmisor, lo cual significa que: 1) en la
administracion del agonista a bajas dosis pareada con el condicionamiento, el aprendizaje
ocurre, 2) a dosis medias pareadas con el estimulo, el aprendizaje no es adquirido y 3) a
altas dosis de la administracion del agonista, el aprendizaje es impedido (Harley 2004,
Williams & Castner, 2006; Vijayraghavan et al., 2007).
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Como se menciond anteriormente, la administracion de SKF-38393 antes del
condicionamiento en otras tareas potencia el aprendizaje, es decir fortalece la memoria
(Bernabeu et al., 1997; lzquierdo et al., 1998; Barros et al., 2003). Con la
administracion de SKF-38393 antes del condicionamiento, se esperaba que el grupo de
animales condicionados presentaran mayor aversion a la sacarina en las posteriores

presentaciones con respecto al grupo control y se obtuvo el efecto contrario.

Que los animales no tuvieran MLP del CAS, podria ser resultado de la forma
en la que las acciones de dopamina son reguladas. Una posible explicacion se da a
través de la desensibilizacion del receptor D1, en este proceso la respuesta de las
células disminuye por la exposicibn a agonistas, como consecuencia de una
combinacion de diferentes mecanismos, entre los que se incluye el desacoplamiento
del receptor desde su proteina G, en respuesta a la fosforilacion del receptor, la
internalizacion del receptor desde la superficie celular hacia los compartimientos
membranosos intercelulares y la regulacion a la baja de los receptores debido a una
reduccion en RNAm vy sintesis proteica, asi como también la degradacion de los
receptores preexistentes en la membrana plasmatica (Barton & Sibley, 1990; Niznik,
1994; Ferguson, 2001).

Debido a que no hubo diferencias significativas en la ADQ o en la MCP, se
refuerza la idea de que la regulacion de los receptores D1 es necesaria para la
consolidacion de la memoria del CAS, lo cual es consistente con otros estudios en
donde se demostré mediante el bloqueo de los receptores D1 antes de la adquisicion
que dichos receptores participan en la codificacion del estimulo gustativo y en la
consolidacién del CAS (Berman et al., 2000; Guzman-Ramos & Bermudez-Rattoni,
2007).

Estd ampliamente aceptado que los mecanismos que inducen y mantienen la
MLP son dependientes de modificaciones sinapticas en las redes neuronales; el
modelo de potenciacion a largo plazo (LTP) es propuesto para tal plasticidad

sinaptica.
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Este modelo consiste en la aplicacion de trenes de estimulacion eléctrica a alta
frecuencia en cualquier aferencia de importancia que conecta con otra estructura, la
cual aumenta la amplitud de los potenciales post-sinapticos. La dopamina también se
ha visto involucrada en la expresion de plasticidad sinaptica en diferentes estructuras
como el estriado, ndcleo acumbens, hipocampo y corteza prefrontal, lo que da
suficiente evidencia que indica que la dopamina enddgena a través de los receptores
D1 facilita la induccion de LTP en todas estas estructuras. (Jay, 2003, Lynch et al.,
2007).

Una importante convergencia de accion de diferentes neurotransmisores
pueden estar actuando a nivel del LTP, indicando que otros neurotransmisores pueden
ser integrados a eventos plasticos. La dopamina a través de los receptores D1 aumenta
la corriente de los receptores NMDA de glutamato y la interaccion es mediada por
mecanismos dependientes de PKA y Ca** (Cepeda et al., 1998; Jay, 2003). Por otro
lado también se ha visto que cuando hay una exposicién a un estimulo novedoso hay
una liberacion de dopamina que facilita la induccién de LTP mediante los receptores
D1 y que esta induccién da lugar a la activacion de genes como son zif268 y arc que

han sido implicados en la expresién de memorias a largo plazo (Granado et al., 2008).

El LTP también requiere la activacion de proteinas cinasas entre las que se
encuentra CaMKII que tiene la habilidad de servir como sensor de Ca?*. Esto provee
un mecanismo para la decodificacion molecular de eventos asociados con
fluctuaciones de Ca®*. Varios estudios han demostrado que la activacién de CAMKII
es requerida para la consolidacion de memorias espaciales y del condicionamiento al
miedo (Shobe, 2002). Asi como el estudio con organismos knockout de CAMKII
muestran que se requiere de la activacion de CAMKII en aprendizajes asociativos y en

eventos de plasticidad sinaptica (Lynch, 2004).
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CAMKII fosforila a CREB (CAMP response element-binding, por sus siglas en
inglés), el cual ha sido identificado como un importante factor de transcripcion en la
formacion de la memoria (Alberts et al., 2002). Este factor de transcripcién es conservado
desde moluscos hasta mamiferos y su actividad es regulada por AMPc y por el influjo de
Ca®*. Otro mecanismo propuesto en el cual CREB activa a promotores blanco es mediado
por la induccidn transcripcional a través de la fosforilacion de PKA que regula la sintesis

proteica necesaria para la formacion de la MLP. (Korzus, 2003; Lynch, 2004).

Lo anterior muestra que a través de la estimulacion de los receptores D1 se activa la
cascada que lleva a la fosforilacion de CREB. Varios autores han reportado la activacion de
CREB después de la tarea del condicionamiento al miedo (Quevedo et al., 2004; Hotte et
al., 2006). En el CAS se ha visto que cuando se administra un inhibidor de PKA o un
antisentido (fosforotiato-modificado oligodesoxinucleotido) de CREB dentro de la
amigdala de ratas al mismo tiempo del entrenamiento se interfiere con la MLP pero no con
la MCP asociadas al CAS (Koh et al., 2002; Lampretch et al., 1997).

La segunda etapa de los experimentos consistio en la administracion de SKF-38393
después de la presentacion del estimulo gustativo con la finalidad de comprobar que el
efecto obtenido con la dosis de 7.5 ug/ul era especifico. En la Fig. 11, se muestra el
porcentaje de consumo de linea base de sacarina al 0.1% en las diferentes etapas de la
memoria: adquisicion (ADQ), memoria a corto plazo (MCP) y memoria a largo plazo
(MLP), la barra con rectangulos representa a los animales a los que les inyectd solucion
salina (SS) y la barra con ondas representa animales a los que se les administro
intracorticalmente SKF-38393. El anélisis estadistico ANOVA no muestra diferencias

significativas en ninguna etapa de la memoria.

En la linea de tiempo se describe el protocolo experimental utilizado, la flecha negra
representa la administracion intracortical de SS o SKF-38393 15 minutos después de la
presentacion de la sacarina al 0.1%, la flecha gris representa la inyeccién i.p. de LiCl
(0.4M), 15 minutos después de la administracion de SS o SKF-38393, se evalud la MCP
después de 4 hrs. y la MLP 72 hrs. después.
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Fig.11. Resultados obtenidos en animales a los que se les inyectd intracorticalmente SKF-38393 administrados después del estimulo
gustativo. Se presenta el porcentaje de consumo del sabor nuevo (sacarina al 0.1%) con respecto al consumo basal de agua y no se
observan diferencias significativas en ninguna etapa de la memoria.

Con este experimento se demostrd que el efecto obtenido en la administracion del
farmaco con la dosis de 7.5 ug/ul, esta relacionado con la presentacion del estimulo
gustativo, ya que la administracion de SKF-38393 no tiene efecto una vez que ha pasado su

exposicion.

Estos resultados confirman que los receptores D1 actian en la codificacion del

estimulo gustativo y que no se presenta un efecto de dosis- dependencia.
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Una de las posibles vias mediante la cual los receptores D1 pueden estar actuando
en la formacion de la MLP es mediante la interaccion con los receptores NMDA via PKA.
Dicho mecanismo no se ha estudiado en el CAS, debido a esto, los Gltimos experimentos
tuvieron como objetivo determinar si la activacion de la proteina cinasa A es necesaria
para la formacion de la memoria en el CAS. De manera que si se inhibia a PKA no se
formaria la memoria a largo plazo. Para evaluar esto, se administrd un inhibidor de la
enzima PKA (Rp-AMPc, 0.065 pg/ul) 15 min antes del condicionamiento y 30 min

después del mismo en diferentes grupos.

Anteriormente se describié que el SCH-23390 administrado antes del estimulo
gustativo, bloquea los receptores D1 con lo que se afecta la consolidacion del CAS, asi que
al administrar intracorticalmente el Rp-AMPc, 15 min antes del condicionamiento, se

propone que se inhibira la activacion de PKA y no se consolidara el CAS.

De la misma manera, se mostré por la técnica de microdialisis un aumento de
dopamina y glutamato que coinciden en temporalidad post-adquisicidn; asi que se sugiere
gue en este tiempo es posible que se de una interaccion D1-NMDA a través de PKA, para
comprobar esto se inyectd el Rp-AMPc, 30 min después del condicionamiento, con lo que
se sugiere que tal interaccion no se lleva a cabo y por lo tanto no se consolida el CAS. En

todos los grupos se evalu6 la MCP y la MLP.

En la Fig. 12 se muestra el porcentaje de consumo de linea base de sacarina al 0.1 %
en las diferentes etapas de la memoria: adquisicion (ADQ), memoria a corto plazo (MCP) y
memoria a largo plazo (MLP). El anélisis estadistico ANOVA no muestra diferencias
significativas en la ADQ ni en la MCP pero si en la MLP en los grupos a los que se les
administro Rp-AMPc, 0.065 pg/ul antes (barra con rombos) y después (barra punteada) del

condicionamiento.
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La linea del tiempo describe el protocolo experimental llevado a cabo en dichos
experimentos; las flechas negras representan las inyecciones intracorticales 15 min antes o
30 min después del condicionamiento, la flecha gris representa la inyeccion i.p. de LiCl 15
min después de la presentacion del estimulo gustativo, la MCP se evalu6 4 hrs. después y la
MLP fue evaluada 72 hrs después.

Sol. Salina antes (5)
E Rp-AMPc 0.065ug/ul

Sol. Salina después (9)
140+ Rp-AMPc 0.065ug/pl desp. (5)

120 +

100 H
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Fig. 12. Se muestra el porcentaje total de consumo del sabor nuevo (sacarina al 0.1%) en animales a los que se les administré6 Rp-cAMP
(inhibidor de PKA) 0.065ug/pl (* p<0.05) antes y después del condicionamiento. Solo se observan diferencias significativas en la MLP
cuando el Rp-cAMP fue administrado 15 min antes y 30 min después del condicionamiento.

Anteriormente, se habia mencionado que la participacion de los receptores NMDA
es importante para la formacion del CAS. Se ha visto que un mecanismo de modulacion del
receptor NMDA es a través de la fosforilacion de las subunidades: NR1, NR2 y NR3, las
cuales poseen residuos de tirosina, serina 'y treonina. El balance de
fosforilacion/desfosforilacion depende de la actividad de las cinasas y fosfatasas de
proteinas, de manera que la activacion de PKA fosforila a la subunidad NR1 y esta
fosforilacion mejora la respuesta de los agonistas del receptor NMDA, debido a que estos

receptores se mantienen mas tiempo abiertos (Jiménez & Tapia, 2004).
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Tambien se ha visto que la activacion de la cascada AMPc-PKA es capaz de
potenciar las respuestas de los receptores NMDA en neuronas del estriado ya que la
administracion de forskolin (agonista de los receptores D1) incrementa la fosforilacion de
la subunidad NR1 de los NMDA y también se ha visto que esa fosforilacion puede ser
impedida por un por un inhibidor de protein fosfatasas en donde se ha sugerido que la
fosfproteina DARPP-32 (Dopamine and cAMP regulated phosphoprotein of 32 kDa )
tiene un papel importante debido a que la fosforilacion de esta proteina por PKA inhibe la
desfosforilacion de los receptores NMDA (Fig. 13) (Cepeda & Levine, 1998).

DARPP-32 es una proteina citosélica que es fosforilada sobre el residuo Thr 34 via
PKA, una vez que se ha fosforilado DARPP-32 actia como un potente inhibidor de la
protein fosfatasa-1 (PP1), lo que provoca que la subunidad NR1 permanezca y se activen
factores de transcripcién como CREB (Fig. 13) (Cepeda & Levine, 1998; Fernandez et al.,
2006; Snyder et al., 1998).
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Figura 13. Representacion esquematica de la sefializacion de la via D1/AMPc/PKA de dopamina en la regulacion de LTP.
El receptor D1 acoplado positivamente a adenilato ciclasa (AC) incrementa la actividad de AC para la formacion de
AMPc que subsecuentemente activa a PKA dependiente de AMPc. 1) La activacion de PKA fosforila a los receptores
AMPA Y NMDA de glutamato y a la proteina DARPP-32. Una vez fosforilada DARPP-32 es convertida en un potente
inhibidor de PP-1, el cual promueve la fosforilacion de CAMKII. 2) ComUnmente la activacion de los receptores NMDA
incrementa el influjo del Ca®* dentro de la célula que se activan a través de complejos Ca?*/Calmodulina 3) PKA también
fosforila a CREB un factor de transcripcion. Contrariamente PP1 desfosforila a CREB. El control de PP-1 a través de
DARPP-32, es un regulador clave en la transmision de dopamina y la actividad de los receptores NMDA. Modificado de
Jay, Dopamine: a potential substrate for synaptic plasticity and memory mechanisms 2003.
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Algunos estudios han examinado el papel de DARPP-32 en procesos de memoria.
Animales tratados con un agonista de los receptores D1 tienen una mejora en la evocacion
de la MLP que esta asociada con un incremento en el nivel de fosforilacion en esta proteina
en la corteza prefrontal. Hotte y colaboradores han asociado un mejor desempefio en tareas
espaciales con el incremento de DARPP-32 y CREB (Hotte et al., 2006). Un estudio ha
mostrado que en ratones knockout de DARPP-32 estd impedido el aprendizaje del
condicionamiento operante (Heyser et al., 2000). Rosa y colaboradores observaron un
incremento en la expresion de esta proteina en el hipocampo y en el estriado después del
aprendizaje de prevencion pasiva (Rosa et al., 2008).

El papel de PKA en los procesos de memoria se ha estudiado ampliamente. En
ratones transgeénicos en los que se expresa R(AB), una forma inhibidora de la subunidad
regulatoria de PKA, se encuentra reducida la actividad de PKA en el hipocampo y se
demostrd que dicha actividad es requerida entre 1 y 3 hrs después del entrenamiento del
condicionamiento al miedo (Bourtchouladze et al.,1998). Inhibiciones farmacoldgicas
mediante Rp-AMPc bloquean la formacion de la MLP cuando el inhibidor es administrado
inmediatamente o 3 horas después del entrenamiento en el hipocampo en la tarea del
condicionamiento al miedo (Quevedo et al., 2004) y la inhibicion de PKA en la amigdala
interfiere selectivamente en la formacion de la memoria del CAS, no se encontrd
interferencia cuando se evalu6 la MCP, pero se observé una atenuacion significativa a las
24 hrs asi como una extincion mas rapida. El que el inhibidor no tenga efecto en la MCP
significa que no interfiere en la adquisicion y que su efecto estad relacionado con la
consolidacion (Koh et al., 2002).

Nuestros resultados muestran que la activacion de PKA es necesaria para la
formacion de la MLP, ya que al administrar Rp-AMPc antes del condicionamiento se afecta
la MLP pero no la MCP del CAS. Dado que se ha visto que la actividad de los receptores
D1 es importante para la consolidacion del CAS y que dichos receptores activan a PKA,
con los datos obtenidos se puede sugerir que la activacion de PKA se da a través de estos
receptores dopaminérgicos, lo cual no puede ser totalmente confirmado con nuestros
experimentos, ya que la activacion de PKA involucra cascadas de sefializacion paralelas a

través de los receptores B-adrenérgicos de norepinefrina.
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Por otro lado, el efecto obtenido en la MLP cuando se administrd6 Rp-AMPc
después del condicionamiento puede deberse a que se afecta la sefial dopaminérgica
detectada en la post- adquisicion y lo que sugiere que dicha liberacion es requerida en
repetidas ocasiones para la estabilizacion de la MLP. Esto sugiere también que la
hipdtesis de una cascada molecular simple no puede explicar como la MLP es

consolidada, sino que se requieren picos de actividad continuamente.
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo con las evidencias citadas anteriormente la administracion del agonista
SKF 38393 fortalece otras memorias. Este trabajo determin6 que la memoria de aversion a
los sabores no fue fortalecida con la administracion de dicho agonista, sin embargo provoco
el efecto contrario en la consolidacion de la memoria, lo que implica que la regulacion de
dichos receptores es muy sensible a los cambios de concentracion de dopamina, pudiendo
involucrar procesos asociados con la desensibilizacién que provocan el malfuncionamiento

de los receptores D1.

No se encontr6 el efecto esperado, es decir, no hubo un fortalecimiento en el
desempefio del CAS; sin embargo el haber afectado la MLP indica que la buena regulacion
de los receptores D1 es necesaria para la consolidacién del CAS. La administracion de
SKF-38393 después de la presentacion del estimulo gustativo evidencid que el efecto
obtenido esta relacionado con la liberacion de dopamina, ya que al haber pasado dicha

sefializacion no hay efecto alguno en ninguna etapa de la memoria.

Por ultimo, la administracion de Rp-AMPc tuvo efecto en la MLP cuando fue
administrado antes del condicionamiento, lo que indica que la activaciéon de PKA es
fundamental para la consolidacion del CAS. Ademas, la administracion de Rp-AMPc
después de 30 min del condicionamiento sugiere que la interaccion entre los receptores D1

de dopamina y los receptores NMDA de glutamato opera para la formacién del CAS.
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