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Resumen.

La corteza prefrontal medial (CPFm) participa de manera importante en procesos
cognitivos, la cual posee una diversidad de interacciones con diferentes areas del SNC. De
manera particular la conexién entre la CPFm con la corteza insular, un area vital para el
aprendizaje y memoria del sabor. La CPFm participa durante la extincion del
condicionamiento de aversion a los sabores (CAS), el cual es un modelo de memoria,
donde los animales aprenden a evitar un sabor novedoso que se asocia a un malestar
visceral. Debido a que la CPFm es modulada por proyecciones directas del locus coeruleus
(LC), en este trabajo analizamos el efecto del propranolol (antagonista beta adrenérgico) en
la CPFm en dos tipos de aprendizaje del sabor: asociativo bajo el paradigma del CAS e
incidental con el modelo de inhibicidn latente (LI) (la pre-exposicién a un estimulo disminuye
futuras asociaciones del mismo con cualquier otro) del CAS. Para lograrlo, se administrd
propranolol (20 pg/ 0.5 pg) 10 minutos antes de la adquisicion o bien 10 minutos antes de la
prueba de memoria del CAS. En la IL del CAS, se infundié propranolol (misma dosis y
tiempos) previo a la pre-exposicion. Nuestros datos revelan que el propranolol antes
adquisicion y la prueba de memoria, bloquea la formacién/consolidacién del CAS y la
evocacion del CAS respectivamente. Durante la IL del CAS, el propranolol administrado en
la pre-exposicién carece de efecto en la IL del CAS. Esto sugiere que los receptores beta
adrenérgicos tienen un efecto diferencial en la CPFm dependiendo de tipo si el aprendizaje

es asociativo o incidental.
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Abstract

The medial prefrontal cortex (MPFC) has a role in cognitive processes, and it is
interconnected with several areas, such the insular cortex implicated in taste memory
formation. The mPFC also has a role during the extinction of conditioned taste aversion
(CTA), a memory model where animals learn to avoid a new taste associated with
visceral malaise. An important noradrenergic modulation of mPFC has been suggested
through direct projections from the locus coeruleus (LC) to the mPFC. We have interest
in the effects of propranolol (beta-adrenergic antagonist) in mPFC in two kinds of taste
learning: associative and incidental. For associative learning, we used CTA model.
Propranolol infusions (20 ug/ 0.5 ul) were applied 10 min before CTA acquisition, and 10
min before CTA retrieval. For incidental taste learning we used the latent inhibition (LI)
process. LI is an incidental learning where stimulus pre-exposure induces a decrease in
subsequent association between the same stimulus and another one. of CTA model.
Our study reveals that the infusions of propranolol in mPFC before CTA acquisition
disrupt the acquisition and/ or the consolidation of CTA memory, while infusions of
propranolol before the retrieval test disrupt the memory recovery process. Propranolol
infusions (at the same dose) before taste pre-exposure did not have any effect on LI of
CTA. Our results indicate a differential function of noradrenergic receptors in mPFC

during taste aversive or incidental memory formation.
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1 ABREVIATURAS

AA
AC
AC
ACd
ACh

ACT
Agm
AGm
AHN
Aldv
Aldyp
AlL y/o Al
AM

AM
AON
AVE

BLA

BLA
BMA
BO
BST
C
CAl
CAS

Cc
CeA
CEM
CGA
Cl
CIL
CL
CLA
CLi
COA
CP
CP
CPF
Cpfl
CPFm
DBh

Area amigdalina anterior

Corteza cingulada anterior

Division ventral dorsal

Area cingulada anterior porcion dorsal
Acetilcolina

Corteza enthorrinal.

Area medial agranular

Corteza frontal agranular

Nucleo anterior del hipotalamo

Corteza insular zona a granular division ventral

Corteza insular agranular division dorsal, posterior y ventral
Area infralimbica

Amigdala

Nucleo antero medial del tdlamo
Nucleo olfatorio anterior
Aferente visceral especial

Amigdala basolateral

Nucleo basolateral de la amigdala
Nucleo basal medial de la amigdala
Bulbo olfatorio

Nucleo de la estria terminalis

Cerebelo

CALl. Cuerno de ammon
Condicionamiento de aversion al sabor

Cuerpo calloso

Nucleo central de la amigdala
Nucleo central medial del talamo
Area gustativa de la corteza insular
Corteza insular

Corteza infralimbica

Nucleo central del talamo
Claustrum

Nucleo central linear

Nucleo cortical de la amigdala
Caudado putamen

Cuerda del timpano

Corteza prefrontal

CPF lateral

CPF medial

Nucleo de la banda diagonal




DMH
DR
DR
EC

El

EN
FPm
FR2
GABA

GSP
HL
HL
IAM
IC
Ihy
IE
IMD
InL
IP
P
KA
LA
LC
LDT
LHy
LM
LPo
LPO
LS
LS
MD
MEA
MO
MO
MPO
MPO
MR
MS
N7
NA

Nac
NG
NI

NLS
NPB

Nucleo dorso medial del hipotalamo

Nucleo dorsal del rafe

Nucleos del rafe

Estimulo condicionado

Estimulo incondicionado

Nucleo endo piriforme

Corteza frontal medial polar.

Area medial precentral también llamada corteza frontal area 2
Acido gama-aminobutirico

Rama petrosa

Hipotalamo lateral

Hipotalamo lateral

Nucleo interanteromedial del talamo
Coliculo inferior

Area hipotalamica lateral

Intervalo interestimulo

Nucleo intermedio dorsal del talamo
Inhibicién latente

Nucleo Inter peduncular

Nucleo interpeduncular

Kainato

Nucleo lateral de la amigdala

Locus coeruleus

Nucleo laterodorsal tegmental
Nucleo lateral del hipotalamo
Nucleo lateral mamimlar del hipotalamo
Area preoptica lateral

Areas pre Opticas

Nucleo lateral septal

Septum lateral

Nucleo medio dorsal del talamotalamo
Nucleo medial de la amigdala

Area orbital medial

Corteza orbital medial
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Area predptica medial

Nucleo medial del rafe

Septum medial

Nucleo del facial

Noradrenalina
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Rama lingual del glosofaringeo
Nucleo incierto

Nervio laringeo superior
Nucleo parabraquial
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NTS
NVPM
oT
PAG

Pbm
Pfx
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PLd
PLv
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PRC
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RE
RH

RSC
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SLN

SNc
SUB
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TTd
VLO
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Nucleo oral del puente
Neurotransmisores

Nucleo del tracto solitario

Nucleo ventral posteromedial del tAlamo
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Sustancia gris periacueductal
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Nucleo supra lemniniscal
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Taenia tecta dorsal

Corteza orbital ventral y lateral
Corteza orbital ventral
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2 INTRODUCCION
2.1 APRENDIZAJE Y MEMORIA

La base de la evolucion es la adaptacion. La supervivencia de las especies
depende de su habilidad para adaptarse a los requerimientos de su ambiente. Hay, sin
embargo, muchos caminos que llevan a esa adaptacion. A través de los lentos procesos
de las mutaciones genéticas y la seleccion natural, las especies pueden adquirir los
mecanismos fisioldgicos necesarios para hacer frente a muchas condiciones del
ambiente. Estas adaptaciones son particularmente aparentes en el comportamiento. Sin
embargo dada la complejidad del ambiente y la lentitud de los procesos evolutivos, esta
adaptacién nunca es mediata lo cual puede ser fatal para los organismos. Asi que, la
base mas flexible para la adaptacion individual, fue dada por la evolucion a través de la
capacidad de los organismos de variar sus respuestas de comportamiento en funcién

de los requerimientos del ambiente, esto es aprender.

La ventaja del aprendizaje es su velocidad en comparacion con los procesos
evolutivos. Mientras que la adaptacion poblacional a una condiciobn ambiental toma
generaciones, un organismo que puede aprender es capaz de modificar su
comportamiento para hacer frente a una gran cantidad de condiciones ambientales
(McGaugh, 1989).

Actualmente no existe una definicion aceptada universalmente de aprendizaje y
memoria, ya que las diferentes definiciones tienen su origen en diferentes campos de
estudio (Sweatt, 2003; Vanderwolf y Cain, 1994).

Dudai, nos presenta tres definiciones de aprendizaje (Dudai, 2002):

1. EI acto o el proceso de induccién de una alteracién (modificacién)
duradera en el comportamiento o en el potencial de comportamiento,

debido a la experiencia conductual del individuo

2. La adquisicion de informacion o la reorganizacion de la informacion que

resulta en un nuevo conocimiento.




3. La generacion de representaciones internas duraderas dependientes de la

experiencia, o modificaciones posteriores de dichas representaciones.

La primera definicion de aprendizaje Dudai podriamos decir que es conductual
(Bower, 1981; Dudai, 2002), en donde el término “experiencia conductual” se refiere la
gama de eventos sensoriales, motores, emocionales y cognitivos que suceden a lo
largo de la vida del sujeto. El término comportamiento se utiliza con la finalidad de
eliminar la necesidad de especificar que no es debido a un proceso patolégico, efecto
farmacoldgico, o de maduraciéon. Las definiciones dos y tres son variantes de la
definicién de tipo informacional, en las cuales se refiere a la ejecucion de la conducta y
la capacidad de comportamiento en términos de conocimiento (Dudai, 2002; Squire,
1987). La tercera definicion, expresa el aprendizaje en términos de representaciones
internas, las cuales estan codificados neuronalmente por modelos estructurales del
mundo, los cuales pueden potencialmente guiar el comportamiento (Dudai, 1989; 2002).
Dadas las anteriores definiciones es necesario mencionar que el aprendizaje puede ser
materia de clasificacion, de acuerdo a diversos parametros que van desde perspectivas

psicolégicas hasta neuro-funcionales.

De manera habitual el aprendizaje se divide en dos grandes categorias en
funcion de la relacibn que realiza el sujeto entre un estimulo y sus posibles
consecuencias; dichas categorias son el aprendizaje asociativo y el aprendizaje no

asociativo (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion y sub clasificacién de aprendizaje. Se presenta la clasificacion y sub clasificacion de aprendizaje de acuerdo

a criterios asociativos y no asociativos. Modificado de Sweatt, 2003

En el caso de la memoria, también existen tres definiciones dentro de las
mismas caracteristicas para la clasificacién del aprendizaje, como lo es la definicion
conductual, la otra en términos de informacion, y la dltima con una vision neurobiolégica
(Dudai, 2002).

1. Cambio duradero en el comportamiento, o potencial de comportamiento,

gue resulta de la experiencia conductual.
2. Retencion a lo largo del tiempo de la informacion aprendida.

3. Retencion a lo largo del tiempo de una experiencia, lo cual es de
pendiente de representaciones internas o de la capacidad de reactivar o

reconstruir sobre dichas representaciones.

Al igual que el caso del aprendizaje el término “experiencia conductual” es utilizado con
el fin de puntualizar a la gama de eventos estrictamente sensoriales, motores,




emocionales y cognitivos; excluyendo otro tipos de experiencias como las debidas a
estados patoldgicos, a farmacos o efectos del desarrollo. Se puede hacer una
clasificacion de la memoria en funcién del tiempo como memoria de corto plazo y
memoria a largo plazo (McGaugh, 1989; Sweatt, 2003), o bien clasificarla en funcion de
la interaccion entre los mecanismos de adquisicion, retencién y evocacién. La gran
mayoria de los grupos de investigacion del area, se basan, en la clasificacion de
memoria humana propuesta por Larry Squire, en la que se reconocen dos tipos
generales de memoria (Prado, 2001; Robertson, 2002; Sweatt, 2003):

Memoria explicita, también llamada declarativa; esta se divide a su vez en
memoria  episddica (también llamada autobiogréfica) y de hechos y eventos
(también llamada semantica). La memoria episddica se refiere a aquella relacionada
con eventos y episodios, mientras que la memoria semantica se refiere a los
conocimientos de datos objetivos y especificos (por ejemplo, nombre de paises,
nombres de animales, presidentes de un pais, meses del afo, etc.) (Robertson, 2002;
Sweatt, 2003).

Memoria implicita, también llamada de procedimiento, en la cual las experiencias
y/o estimulos pasados influyen en el comportamiento actual, y la Unica forma de
evocacion es a través de la ejecucion de las tareas. Esta memoria se divide en cuatro
subsistemas que son la memoria correspondiente a habilidades, el priming*, la referente
a aprendizajes asociativo y la referente a aprendizajes no asociativos (Sweatt, 2003;
Robertson, 2002).

Para fines de este trabajo nos limitaremos a presentar modelos de aprendizaje
incidental o asociativo, relacionados a estimulos gustativos asociados con respuestas
viscerales los cuales son el condicionamiento de aversién del sabor (CAS) vy la
Inhibicién latente (IL) del CAS.

! Es un fenémeno por el cual la ejecucion de una tarea o un comportamiento es facilitado o entorpecido por informacién a la que
se tuvo acceso anteriormente. Una forma de explicarlo es suponer que representaciones preexistentes, son activadas
transitoriamente, por lo cual influyen en la conducta durante un determinado periodo de tiempo; sin embargo, se a observado la
presencia de priming con elementos que son completamente nuevos y que por lo tanto no se pueden considerar como
preexistentes (Prado 2001)
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2.2 CONDICIONAMIENTO DE AVERSION A LOS SABORES

La existencia de los organismos depende de su capacidad para mantener la
homeostasis del ambiente interno a pesar de condiciones continuamente cambiantes
del mundo externo (Burés 1998). Para mantener la composicion y el balance de energia
del organismo dentro de los limites necesarios para las funciones vitales, deben existir
procesos que sostengan el equilibrio de sustancias y energia existentes en la interfase
organismo-ambiente. La importancia vital de estos procesos condujo al desarrollo de
mecanismos de control altamente sofisticados los cuales favorecen, diversas formas
de comportamientos de alimentacibn, como lo son el reconocimiento de las
necesidades corporales, identificacion de sustancias viables para la ingestion y
procesos de regulacién haciendo una ingestion directamente proporcional a la
intensidad de la necesidad (Burés 1998). De esta manera para llevar a cabo un proceso
exitoso de alimentacion, debe haber una retroalimentacion eficiente entre las
propiedades de los alimentos ingeridos y las consecuencias de su ingestion. La
identificacion de comestibles relevantes para necesidades fisiologicas especificas se
lleva a cabo mediante procesos de aprendizaje que asocien las consecuencias tardias
del alimento (consecuencia de su ingestién) con propiedades sensoriales mediatas e
inmediatas de consumir dicho alimento (sabor). Esto resulta en un rango de
discriminaciones basicas entre comestibles y no comestibles y su asociacion con

valores nutricionales o con sus posibles efectos toxicos (Burés 1998).

Asi se considera al CAS como un aprendizaje asociativo (Dudai, 2002;
Fresquet, Yamamoto y Sandner, 2003; Prado, 2001; Sweatt, 2003). Este fenémeno fue
descrito por primera vez en la década de los sesenta por John Garcia, mientras
trabajaba sobre los efectos de la radiacién en los animales. Este autor identificé que los
animales que eran irradiados después de comer o beber alimentos o liquidos con algun
sabor distintivo, presentaban un rechazo posterior a cualquier alimento o bebida que
tuviera el mismo sabor (Prado, 2001). Los factores que hacen del CAS un aprendizaje
asociativo son la presencia de un estimulo condicionado (EC) (sabor), el cual es

seguido de la presentacion de un estimulo incondicionado (EI) (p. e. rayos X, cloruro de
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litio), que provoca una reaccion visceral que mimetiza un malestar gastrointestinal. Esto
genera una respuesta que consiste en el rechazo a dicho alimento o liquido con ese

sabor particular (Prado, 2001).

El CAS difiere de otros paradigmas de aprendizaje asociativos en el parametro
del intervalo inter-estimulo (IIE), que se define como el intervalo de tiempo entre el
estimulo condicionado (EC) vy el estimulo incondicionado (El) (Dudai, 2002). Esto es
debido, a que en general, para los aprendizajes asociativos tanto clasicos como
instrumentales, el intervalo de tiempo entre EC y El es de apenas unos cuantos
segundos (Dudai, 2002; McGaugh, 1989). Mientras que el caso del CAS, el IIE puede
ser de minutos e incluso horas, tiempo en el cual se logra una adecuada asociacion
entre ambos estimulos. Sin embargo cuando el lIE es de menor duracién (por €j. 10 s)
la asociacion no es efectiva (Figura 2)- (Dudai, 2002; Schafe, Sollars y Bernstein, 1995).
El CAS ofrece ventajas significativas para la investigacion de los fenémenos y
mecanismos implicados en los aprendizajes asociativos. Requiere de un Unico ensayo
lo cual facilita hacer la correlacién entre los eventos neuronales con el aprendizaje. Por
otra parte el protocolo del CAS, es altamente reproducible y resulta en la formacién de
una memoria a largo plazo. Gracias a su IIE largo, es posible la disociacién entre la fase
de adquisicion del EC y la fase de asociacion entre el EC y el El (Dudai, 2002).

Figura 2. Relacion entre el intervalo inter--estimulo y porcentaje de aversion
del CAS. Porcentajes de supresion los cuales expresan diferencias entre el

consumo de sacarina el dia de prueba y el consumo basal de agua. Los

€0 1 grupos experimentales se condicionaron con intervalos inter-estimulo de 10

segundos, 15 minutos o 30 minutos. El EC utilizado fue sacarina 0.15% y el
40

El fue 7.5 mg/kg de hidroclorato de apomorfina i.p. El grupo control recibié

% supreslon

NaCl 0.9% i.p. **p < .01 en relacién al grupo control. Modificado de Schafe,

etal., 1995 .

o

NaCl 10 sec 15 min 30 min

Grupo
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2.3 INHIBICION LATENTE E INHIBICION LATENTE DEL CAS

En la vida diaria, los sujetos continuamente adquieren informacion que parece no
estar asociada con eventos notables, esto es, se encuentra atendiendo
‘incidentalmente” a los estimulos sensoriales. El término incidental significa la ausencia
de una situacién identificable en el contexto de que aporte un conocimiento al individuo.
Probablemente, la formacion de la memoria de estos eventos ocurre solamente por
tener alguna importancia potencial. Generalmente, las consecuencias conductuales de

este aprendizaje incidental son latentes (Dudai, 2002).

Edward C. Tolman, en 1930, demostrd la existencia del aprendizaje latente y dio las
bases que explican los mapas cognoscitivos. Sostenia que en algunos casos el
aprendizaje estd almacenado de algun modo, y sélo en el momento necesario los
sujetos lo demuestran al realizar tareas nunca antes practicadas. Tolman sostenia que
esto era gracias a la existencia de mapas cognoscitivos 0 imagenes mentales
aprendidas, que pueden evocarse para resolver problemas cuando las condiciones
ambientales lo requieren (McGaugh, 1989). Uno de los aspectos beneficiosos del
aprendizaje latente en nuestra rutina cotidiana, es que nos permite asignarle el grado
apropiado de relevancia a cada evento gracias al efecto de inhibicion latente que
produce (Gal, Schiller y Weiner, 2005). La inhibicion latente (IL) es la atenuacion en la
posibilidad de asociar un estimulo determinado con algin otro, como resultado de una
pre exposicion no reforzada de dicho estimulo (Gray y Snowden, 2005; Lubow, 2005;
Moser, Hitchcock, Lister y Moran, 2000; Schmajuk, 2005). El fenbmeno de inhibicion

latente esta siendo estudiado a través de varias teorias que intentan explicarlo.

Teoria de la atencion

Por mucho la teoria mas popular ha sido que, durante la fase de pre exposicion al
estimulo en cuestion, el sujeto aprende a no fijar atencién a dicho estimulo, por lo cual
disminuye el potencial de asociacion de este estimulo con otro estimulo (por ej. El).

Entonces la asociacion EC-EI durante la fase de condicionamiento es atenuada. De lo

13




cual se infiere que la IL, refleja una operacién de un proceso de atencién que es por si
mismo condicionable. (Gray y Snowden, 2005; Lubow, 1989; Lubow, 1997)

Teoria del “switch”

Weiner y Feldon han sugerido la teoria del switch; en esta teoria la asociacion entre un
EC y la ausencia de un El, es aprendida durante la pre exposicion y controla el
comportamiento posterior durante la fase de asociacion EC—EI. En el orden de expresar
esta contingencia EC-EI, el sujeto debe realizar un switch entre la dominancia de la
asociacion de EC—ausencia de El y la nueva asociacién EC-EI (Gray y Snowden, 2005;
Weiner, 1990; Weiner y Feldon, 1997).

De acuerdo con el modelo de switch, el paradigma de IL, involucra la adquisicion de dos
contingencias independientes y conflictivas entre ellas; en la pre exposicion (EC-
ausencia de El) y en el condicionamiento (EC-EI), Ambas contingencias compiten por
su expresion durante el condicionamiento, cuando surgen diferencias conflictivas dada
por la prediccién realizada sobre el efecto/consecuencia del EC. Dicho de otra forma la
IL es un problema de seleccién entre la informacion adquirida en la pre exposicion y la
informacion de la fase de condicionamiento (Weiner, 2003; Weiner y Feldon, 1997).
Esta teoria ha encontrado soporte neurobiolégico en base a que Weiner y
colaboradores (Weiner, 2003) encontraron que el hipocampo es el responsable de
detectar la falta de pariedad entre EC- ausencia de El y EC — El. Asi el proceso de
switch es controlado por la regién central del ndcleo acumbens, mientras que la region
periferica de este mismo nucleo juega un papel regulador en este proceso (Gray y
Snowden, 2005; Weiner, 2003).

Teoria de escenario de ocasion
La IL no se forma, cuando existe un cambio de contexto entre la pre-exposicién y la

fase de aprendizaje (asociacion EC-EI). Para dar cuenta de esto, una gran cantidad de

teorias alternativas se han propuesto. Una de ellas es que el contexto en el cual el
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experimento toma lugar, actia como un marcador (fijador) de la ocasion, y de esta
manera modula la expresion de la IL (Gray y Snowden, 2005; Lubow y Gewirtz, 1995).
Entonces, si el aprendizaje toma lugar en el mismo contexto que la pre-exposicion, la
asociacion EC-noEl sera mas importante) que el aprendizaje (asociacion EC-EI ), el

cual se vera retardado (Gray y Snowden, 2005).

Teoria del comparador

Esta teoria al igual que la del escenario de ocasion, también considera los
efectos del contexto, en ella se sugiere que la adquisicion de la asociacion EC-EI no se
pierde en los paradigmas de IL, pero si la expresion de este aprendizaje. De esta forma
se propone que el contexto por si mismo entra en una relacién asociativa con ambos
estimulos EC y EIl. Entonces durante la fase de pre-exposicién la asociacion entre el
EC y el contexto se fortalece, lo cual puede enmascarar la posterior relacion EC — El.

Otra teoria que tiene como base una vision sistémica del fendbmenos de
inhibicién latente, sugiere que el sujeto construye un modelo interno de su ambiente,
donde la novedad siempre es detectada (esto es que los eventos ambientales actuales
estan desfasados de los eventos predichos). Ante esto el sujeto emite una respuesta de
orientacion y el modelo interno es modificado. Ahora bien cuando existe coincidencia
entre lo observado (evento real) y lo predicho, el sujeto responde sin necesidad de
cambiar su modelo neural del mundo (el engrama previamente estructurado)
(Schmajuk, 2005).

La inhibicion latente se ha demostrado en una variedad de procedimientos
clasicos e instrumentales, entre los cuales se incluyen la evitacion pasiva y activa,
condicionamiento de aversion a los sabores y olores, aprendizaje de discriminacion,
entre otros, este proceso también ha sido demostrado en muchos mamiferos

incluyendo a los humanos (Lubow, 2005; Weiner, 2003).

Para el caso del CAS, la inhibicion latente se presenta cuando los sujetos son

pre expuestos al estimulo gustativo (por ej. sacarina, solucién salina) y este no es

15




seguido de ningun estimulo aversivo (por ej. litio o algln otro agente que genere
desarrollo de CAS). Esta pre-exposicion sin consecuencia aversiva es suficiente para
generar una inhibicion del CAS. Asi durante la presentacion subsiguiente el mismo
sabor es apareado con un agente irritante (por ej. litio). La aversion a dicho sabor
observada en presentaciones posteriores, suele disminuir significativamente al

compararla con sujetos que no tuvieron dicha pre-exposicion.
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2.4 NEUROANATOMIA DE LA RUTA DEL SABOR

Dadas las caracteristicas de los paradigmas utilizados en este trabajo (CAS e IL
del CAS), es necesario realizar una descripcion de las diferentes estructuras y circuitos

neuronales que los controlan; centrandonos para ello en la ruta central del sabor.

El sabor es un tipo de estimulo que provee informacion al sistema sensorial, el cual de
forma innata y simultdnea, evalla tanto la calidad del estimulo (por ej. contenido
energético), asi como sus aspectos hedonicos en relacion con la recompensa y la
aversion. Las vias gustativas centrales se han descrito en primates y roedores,
especialmente en ratas. La informacion visceral general, sigue vias neurales que

pueden ser paralelas con las proyecciones gustativas (Yamamoto, 2006).

El primer paso para el reconocimiento del sabor es la estimulacién de los
receptores de sabor por los iones o las moléculas de alimento en las papilas gustativas;
éstos generan un potencial de receptor que inducen potenciales de accion en tres
nervios asociados a la percepcion de sabores (Burés 1998; Miranda, LalLumiere, Buen,
Bermudez-Rattoni y McGaugh, 2003; Snell, 2005)

El nervio facial, en su componente aferente visceral especial (AVE) a través de
su rama cuerda del timpano (CT), recoge la informacién de los receptores sensoriales
en las papilas gustativas fungiformes de los dos tercios anteriores de la lengua,
mientras que su rama petrosa (GSP) inerva el paladar. Por su parte el componente AVE
del glosofaringeo (GSF) inerva el tercio posterior de la lengua. Mientras que el nervio
laringeo superior (NLS) rama del vago, en su componente AVE, inerva la laringe,
faringe y epiglotis (Burés 1998; Carpenter, 1998; Snell, 2005). Estas ramas nerviosas
gue conducen impulsos relacionados con el sabor, terminan en una distribucion rostro-
caudal en el ndcleo del tracto solitario, en el denominado ndcleo gustativo. La
distribucion de las ramas de la CT y la GSP terminan densamente en el polo rostral,
mientras que las ramas del neumogastrico (NG) y el nervio laringeo superior (NLS) se
proyectan mas posteriormente que la CT y la GSP, a una zona que se extiende hacia el
area postrema. En la rata, las neuronas de la zona gustativa del NTS se proyectan de

forma ipsilateral al ndcleo parabraquial (NPB). Es generalmente aceptado que los

17




estimulos relacionados con el sabor se proyectan a la parte medial de dicho nucleo,
mientras que los estimulos viscerales se proyectan a la parte lateral del mismo. En
estudios experimentales de lesiones del NPB en su parte lateral y medial, se ha
demostrado su importancia en el procesamiento de informacion relacionada con el
sabor y con sefales viscerales (Yamamoto, 1999). Desde el NPB se mandan
proyecciones al nacleo ventral posteromedial del tAlamo (NVPM) el cual recibe entradas
del NPB de ambos lados. Finalmente, se realiza un relevo sinaptico de la via de
ascenso al area gustativa de la corteza insular (Cl). Una representacion esquematica

del circuito descrito se puede observar en la Figura 3.

Por otra parte las vias de procesamiento del sabor, también presentan
interaccidén con la ruta neuronal del sistema cerebral de recompensas. Asi se muestra
como componente esencial de este sistema el area ventral tegmental (VTA) del cerebro
medio, origen del sistema dopaminérgico mesolimbico, el nicleo acumbens (NAcb), el
cual es esencial para la interfase entre la motivacion y la accién, y también el nucleo
palido ventral localizado entre NAcb e hipotalamo lateral (HL), conocido como el centro
para la alimentacion (Yamamoto, 2006). Por su parte la amigdala incluyendo el nucleo
basolateral (BLA) y la corteza prefrontal (CPF) incluyendo las cortezas ventrolateral,
dorsomedial y CI son los sitios que se cree interactian para la interfase entre los
sistemas neuronales relacionados con los estimulos de sabor, alimentacion y

recompensa (Yamamoto, 2006).
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Figura 3. Vias aferentes gustativas en la rata; A. El VIl par craneal, incluyendo sus ramas cuerda del timpano y rama petrosa
inervan los dos tercios anteriores de la lengua, mientras que el IX par craneal se encarga de inervar el tercio posterior de la lengua
y el X par inerva la regién superior de faringe y laringe; los tres nervios envian proyecciones al nudcleo del tracto solitario. B. Las
ramas del facial (incluyendo la cuerda del timpano y el nervio petroso) envian proyecciones a la porcién ventral del NTS, mientras
que el IX y X par envian proyecciones a la porcién caudal del NTS; desde ahi la porcién ventral y la porcion caudal del NTS
proyectan a la porcién medial y lateral del NPB. El Nucleo parabraquial a su vez envia proyecciones ipsilaterales (linea continua) a
la amigdala, asi como fibras ipsilaterales y contraletarales (lineas punteadas) al nicleo ventral posteromedial del tdlamo (VPM).
Desde la Amigdala y el VPM se envian fibras ipsilaterales a la area gustativa de la corteza insular (Cl) y desde aqui hay
proyecciones a la CPF. Modificado de Burés 1998 .
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2.5 NEUROANATOMIA DE LA CORTEZA PREFRONTAL

Actualmente se acepta que la CPF juega una importante funcion en los procesos
relacionados con toma de decisiones, aprendizaje y memoria. Asi mismo se asocia con
diferentes patologias implicadas en alteraciones de dichos procesos, como lo son la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Pick, la enfermedad de Parkinson, Corea
de Huntington y la esquizofrenia (Erberk Ozen y Rezaki, 2007; Fresquet, et al., 2003;
Perlstein, Carter, Noll y Cohen, 2001; Perlstein, Dixit, Carter, Noll y Cohen, 2003; Ross,
2006). En mamiferos, la corteza prefrontal ha sido definida y delimitada por diferentes
criterios tanto anatémicos como citoarquitectdnicas (caracteristicas de zonas granulares
y agranulares) o bien, por sus conexiones con el nucleo talamico medio dorsal, asi
como por las terminales dopaminérgicas provenientes del mesencéfalo ventral o bien,
por una combinacion de ellas (Erberk Ozen y Rezaki, 2007; Heidbreder y
Groenewegen, 2003; Hoover y Vertes, 2007; Vertes, 2006). En humanos, la corteza
prefrontal, es el nombre que recibe la region anterior y proximal de la corteza frontal,
asi como la superficie orbital. El tamafio del la CPF ha sufrido un incremento de
volumen, viendola desde una perspectiva filogenética y es una importante regién en el
cerebro humano, constituyendo el 29% de la corteza cerebral de nuestra especie
(Erberk Ozen y Rezaki, 2007). En el caso de la rata y bajo una perspectiva
neuroanatomica, la CPF se puede dividir en tres regiones diferentes de acuerdo con los

criterios previamente mencionados.

La primera division se conoce como corteza prefrontal medial (CPFm) la cual
constituye la mayor porcion de la pared anterior del hemisferio, que a su vez es anterior
y dorsal al genu del cuerpo calloso (Erberk Ozen y Rezaki, 2007; Heidbreder y
Groenewegen, 2003). La segunda divisibn es una region cortical localizada
ventralmente y recibe el nombre de CPF orbital, mientras que la tercera division, es una
region cortical localizada lateralmente y recibe el nombre de corteza prefrontal sulcal
también conocida como corteza insular agranular; ésta Ultima se denomina igual en
humanos y corresponde al area 43 de Broadman (Heidbreder y Groenewegen, 2003;
Hoover y Vertes, 2007).
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Por su parte, la CPFm, se ha asociado con diversas funciones como son: el control del
movimiento ocular, actividad visceromotora y procesos cognitivos, de atenciéon y de
seleccion y toma de decisiones (Hoover y Vertes, 2007). Esta area puede ser a su vez

subdividida a en cuatro regiones principales que de acuerdo a Vertes 2006 son:

e El area medial agranular (AGm)
e La division ventral dorsal (AC)
e Cortezas prelimbica (PL)

e Corteza infralimbica (CIL)

Desde una perspectiva cito arquitectonica podemos dividir a la CPFm en 4

regiones (Heidbreder & Groenewegen, 2003):

o El 4rea medial precentral (PrCm) o Fr2
e Area cingulada anterior
e Area prelimbica (APL)

e Area infralimbica (AIL)

Sin embargo existen bases con un criterio anatdmico, que sugieren que existe
una subdivision mayor en la CPFm, dando un componente ventral y uno dorsal. Asi la
region FR2, las areas cinguladas anterorodorsal, y la parte dorsal de la area prelimbica
constituyen la division dorsal; mientras que el componente ventral incluye las areas
prelimbica, infralimbica y la &rea orbital medial Figura 4 (Heidbreder y Groenewegen,
2003; Vertes, 2006)
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Figura 4 Citoarquitectura de la corteza prefrontal medial de la
rata. Se rﬁuestran cortes coronales del polo rostral de cerebro
de rata, tefiidos mediante la tincion de Nilss; Se pueden
apreciar las principales subdivisiones de la CPFm, la Figura se
ha modificado para distinguir dos subdivisiones; porcion dorsal
(sombra azul) que corresponden a el area frontal 2 (FR2), Area
Cingulada dorsal anterior (ACd), Porcion dorsal del la area
prelimbica (PL) y los su porcién ventral (sombra roja), que

rostral A~ %

corresponden a la porcion ventral de PL, &rea infralimbica (IL) y
area orbital medial (MO). Modificado de (Heidbreder y
Groenewegen, 2003)

Las diferentes subdivisiones de la CPFm parecen variar tanto en su cito
arquitectura como en su papel funcional. De esta forma se habla de un componente
dorsal de la CPFm que corresponderia a las zonas FR2, cingulada anterior y la porciéon
dorsal de la corteza prelimbica, y un componente ventral constituido principalmente por
la porcion ventral de la corteza prelimibica y la corteza infralimibica (Gabbott, Warner,
Jays y Bacon, 2003; Heidbreder y Groenewegen, 2003; Hernadi, Karadi, Vigh, Petyko,
Egyed, et al., 2000; Vertes, 2006).

Existe una clara relacion anatomica entre PL y AIL. Algunos autores como
Vertes, 2006 y Heidbreder, 2003, proponen una divisién funcional mas exquisita entre
ambas cortezas. De esta manera considerando que la PL, ademas de presentar
funciones visceromotora que subyacen en las proyecciones reciprocas con Al, también
presenta una clara relacion anatémica con la corteza cingulada anterior y FR2, lo cual
se conoce como el componente dorsal de la corteza prelimbica. Este componente
dorsal estaria ubicado de manera estratégica desde una perspectiva anatomo-funcional,

para intervenir directamente en funciones cognitivas de alto orden.
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De esta manera las principales eferencias de la corteza prelimbica, se dirigen
hacia la corteza orbitofrontal, la corteza insular agranular (divisiones dorsal y ventral), la
corteza entorhinal, el cuerpo olfatorio anterior, NUcleo acumbens, nucleos talamicos y
amigdalinos (BLA), VTA, SNC, PAG, nucleo supaleminiscal y nucleos del rafe; En el
caso de la corteza infralimbica, se considera como un centro visceromotor con robustas
proyecciones descendentes, en donde sus principales eferencias se distribuyen
significativamente a regiones vecinas de la corteza orbitofrontal, incluyendo PL.
También envia proyecciones al nucleo olfatorio anterior, areas preopticas medial y
lateral, sustancia inominata, el nucleo de la estria terminalis (BST), el nucleo
accumbens (NAc), la amigdala (AM), el talamo medial, banda diagonal, nudcleos
talamicos e hipotalamicos, y nucleos del tallo cerebral como la SNc, NTS, PAG, vy
células de la columna lateral de la medula espinal . Ademas el hipocampo (la region
ventral CAl y subiculum) conecta con la region ventral de la CPFm (Akirav, Khatsrinov,
Vouimba, Merhav, Ferreira, et al., 2006; Gabbott, et al., 2003; Heidbreder y
Groenewegen, 2003; Mickley, Kenmuir, Yocom, Wellman y Biada, 2005; Morgan y
LeDoux, 1995; Neafsey, 1990; Ongur y Price, 2000; Sullivan y Gratton, 2002). En la
Figura 5 se muestran las principales vias de aferentes de las cortezas infralimibica y
prelimibica, mientras que la Figura 6 se muestra las principales eferencias de ambas

cortezas (Hoover y Vertes, 2007; Vertes, 2006).

Se puede considerar que la porcion dorsal de la CPFm juega un papel
preponderantemente mnémico y cognitivo. Esta idea se refuerza en el hecho de que
lesiones selectivas de dicha porcion, han mostrado un incremento en la respuesta de
condicionamiento al miedo, y dificultad en el aprendizaje en tareas de evitacion, el
bloqueo en la expresién de la sensibilizacibn de cocaina y la disminucién de la
activacion de los receptores canabinoides asociados a proteinas G, retraso en la
respuesta a tareas como la evitacion inhibitoria y laberinto en T (Fresquet, et al., 2003;
Heidbreder y Groenewegen, 2003; Hoover y Vertes, 2007; Vertes, 2006).

Por otra parte, las regiones ventrales de la CPFm se relacionan con el control

visceromotor, lo cual ha sido demostrado mediante lesiones selectivas en la region
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ventral ( zona ventral de la corteza prelimbica y corteza infralimbica) que incrementan la
resistencia a la extincion del condicionamiento al miedo, también después de la lesion
hay presencia de taquicardia ante estimulos excitatorios, disrupcion en la ejecucion de
la evitacion inhibitoria, le laberinto elevado y en la extincion del condicionamiento de
aversion a los sabores (CAS); mientras que su influencia sobre la actividad visceral y
autondmica, ha sido demostrada, ya que su estimulacion produce cambios en la
frecuencia respiratoria, la motilidad intestinal y en la frecuencia cardiaca asi como en la
presion sanguinea (Akirav, et al., 2006; Heidbreder y Groenewegen, 2003; Hoover y
Vertes, 2007; Mickley, et al., 2005; Sullivan y Gratton, 2002; Vertes, 2006).
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Figura 6. Principales proyecciones de las cortezas AIL y PL. Vista esquemética de un corte sagital, en el que se muestran las
principales proyecciones de las cortezas AIL ( A) y PL (B). Abreviaturas: AA: area amigdalina anterior; AHN: ndcleo anterior del
hipotdlamo; Al.d.v: corteza insular zona a granular division ventral; AM: nlcleo antero medial del tdlamo. AON: nucleo olfatorio
anterior; BMA: nucleo basal medial de la amigdala; C: cerebelo; CEM: Nucleo central medial del tAlamo; CLA: claustrum; COA:
nucleo cortical de la amigdala; CP: caudado putamen; DBh Nucleo de la banda diagonal; DMH nudcleo dorso medial del hipotalamo;
DR: nucleo dorsal del rafe; EN: nicleo endo piriforme; IAM: nucleo Inter. Antero medial del tdlamo; IC: coliculo inferior; IMD: nicleo
intermedio dorsal del tadlamo; IP: nacleo Inter peduncular. LHy: area hipotalamica lateral: LPO; areas pre Opticas: LS ndcleo lateral
septal: MEA: nicleo medial de la amigdala; MO: corteza orbital medial; MPO: area pre éptica medial; MR: nicleo medio del rafe;
N7: ndcleo del facial; OT: Tubérculo olfatorio; PBml; Ndcleo para braquial division medial y lateral; PFx: region peri fornix del
hipotalamo; PN: Nucleo pontino; PRC: corteza perihinal; RH: nicleo romboide del hipotdlamo; Sl: Sustancia innominada; SLN:
Nicleo supra lemniniscal; SUM: nacleo supra mamilar; TTd: taenia tecta; parte dorsal; VLO: corteza orbital ventral y lateral; VO:
Corteza orbital ventral. Modificado de Vertes, 2006.
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2.6 PAPEL DEL SISTEMA B-ADRENERGICO DURANTE EL CONDICIONAMIENTO
DE AVERSION A LOS SABORES Y LA INHIBICION LATENTENTE DEL CAS

El papel de la noradrenalina (NA) en el hipocampo, la BLA, corteza entorhohinal
y parietal durante la fase de consolidacion y evocacion de la memoria se ha demostrado
por diversos estudios. Las infusiones de NA en la BLA facilitan la consolidacion de la
memoria en tareas de miedo al contexto, mientras que antagonistas de la NA bloquean
la formacién de diversos aprendizajes relacionados con experiencias aversivas como la
evitacion inhibitoria y el condicionamiento de miedo al contexto (Gallagher et al, 1977;
Izquierdo et al, 1992; Introini-Collison et al, 1996; LaLumiere et al, 2003). De esta forma
se sabe que el sistema noradrenérgico juega un papel importante en el aprendizaje de
eventos de contenido emotivo alto (Ferry y McGaugh, 2000; McGaugh, 2000).

La importancia de la activacion noradrenérgica central también ha sido
investigada durante el aprendizaje relacionado con sabores. Por ejemplo, en ratones
knockout a la tiroxina hidroxilasa?, en los cuales los niveles de NA estan disminuidos en
muchas areas cerebrales, no se logra la formacién del aprendizaje del condicionamiento
de aversion a los sabores (Kobayashi y Kobayashi, 2001). De manera interesante, la
desiperamina, un farmaco que induce la estimulacion de actividad noradrenérgica, ha
mostrado restaurar la capacidad de aprendizaje del CAS en estos mismos ratones
(Kobayashi y Kobayashi, 2001). Por otra parte, en trabajos en los cuales se han
utilizado inhibidores de la sintesis de proteinas como la anisomicina y antagonistas de
NA como propranolol, se ha demostrado una disrupcion en el aprendizaje del CAS
(Akirav, et al., 2006; Bahar, Samuel, Hazvi y Dudai, 2003). Lo cual demuestra que para
la correcta formacion del CAS se requieren tanto sintesis de proteina, como la
integridad de los receptores B-adrenérgicos. El grupo de Bahar demostré que infusiones
de propranolol (antagonista pB- adrenérgico) en distintas estructuras, tienen efectos
diferenciales. En el caso del nucleo central de la amigdala (CeA), el propranolol bloquea

la formacién del CAS, pero no su extinciéon, mientras que las infusiones en amigdala

2 Enzima principal en la cascada de sintesis de catecolaminas.
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basolateral (BLA) tienen un efecto contrario utilizando una dosis de 20 ug/ (Figura 7)
(Bahar, et al., 2003). Por otra parte el grupo de Miranda, demostré que el bloqueo de
receptores B— adrenérgicos en la BLA bloquean el aprendizaje en el CAS a una dosis
de 0.1 ug y mientras que este mismo bloqueo en la CI atenua la IL del CAS, asi como
el aprendizaje incidental (Figura 8) (Miranda, et al., 2003; Miranda, Rodriguez-Garcia,
Reyes-Lopez, Ferry y Ferreira, 2008). Estos datos nos muestran que el papel funcional
de los receptores beta adrenérgicos se da en funcidn de las estructuras involucradas,
presentando diferentes grados de sensibilidad de dichas estructuras al bloqueo de los

receptores beta adrenérgicos en funcion de la dosis infundida.
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Figura 7 . Infusiones de propranolol ejercen un efecto diferente en la formacion y extincién del CAS. Dependiendo del nucleo
amigdalino infundido. En A y B se muestra un esquema del sitio de aplicacién de los farmacos para el nicleo central de la
amigdala y amigdala baso lateral, respectivamente. En C y D se muestra el efecto de infusiones de propranolol y anisomicina en el
nucleo central de la amigdala y BLA respectivamente. Se puede observar que las infusiones del antagonista 3, en la CeA, blogquean
la formacién del CAS pero no su extincion (E); mientras que las infusiones de propranolol en la BLA no tienen un efecto significativo
durante la formacién del CAS, pero si durante la extincion del mismo (F). La dosis utilizada de propranolol fue de 20ug/0.5 ul. * p <
0.05. Modificado de Bahar, et al., 2003 .
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3 ANTECEDENTES

3.1 CORTEZA PREFRONTAL Y SU FUNCION EN LA INTEGRACION DE LOS
ESTIMULOS GUSTATIVOS

El punto de partida, para establecer la relacion entre la funcion de una region
neuroanatomica y los procesos funcionales relacionados con determinado proceso ya
sea fisiolégico o cognitivo, es el conocer si existe una relacion anatomo-funcional de la
estructura de interés con el resto de estructuras que se sabe, forman parte del circuito
de procesamiento de dichos procesos. De esta forma actualmente se sabe que la Cl en
su area gustativa manda axones a la CPF y que las neuronas de la zona dorsomedial
de CPF responden a estimulos gustativos (Akirav, et al., 2006; Gabbott, et al., 2003;
Hernadi, et al., 2000; Yamamoto, 2006). En este sentido la CI se conecta con la CPFm
especificamente con la PL y la AIL de una manera topogréficamente organizada (Allen,
Saper, Hurley y Cechetto, 1991; Gabbott, et al., 2003; Yasui, Breder, Saper y Cechetto,
1991). De esta forma, Gabbot demostrd, mediante el uso de trazadores retrogrados,
que la porcién rostral de la Cl (principalmente la corteza insular en su porcion dorsal)
proyecta principalmente a la corteza prelimbica, mientras que la porcion caudal de la Cl
(principalmente la corteza insular en su porcién posterior) envia proyecciones hacia
corteza infralimbica (Gabbott, et al., 2003) Cabe mencionar que estas vias de conexién
son reciprocas entre la CPFm y la CI: (Figuras 9 y 10). La CPFm también presenta
interconexiones con areas subcorticales relacionadas con la alimentaciébn como son la
AM, el éarea ventral tegmental y el nacleo Acumbens (NAc) (Figura 11). Se ha
demostrado que la CPF est4 asociada con varios mecanismos en el control central de la
alimentacion (Hernadi, et al., 2000; Schul, Slotnick y Dudai, 1996; Yamamoto, 2006).
Por ejemplo, Karadi y su grupo demostraron en parte el papel funcional de la CPF en la
conducta de alimentacion, mediante lesiones con estreptomicina de la CPF centro
lateral, reportaron alteraciones en la conducta alimenticia, las cuales se desplegaban
con alteraciones en la percepcion del sabor (Figura 12) (Karadi, Lukats, Papp, Szalay,
Egyed, et al., 2005). Por su parte el grupo de Hernadi demostroé que al generar diversos
patrones lesiones en la CPF dorso medial se altera la formacion del CAS (Hernadi, et
al., 2000; Karadi, et al., 2005; Yamamoto, 2006).
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B320m 370 mm

Figura 1. Interacciones anatomicas entre la CPFm y la corteza 'i“r;sular. Se muestran los sitios de aplicacion del marcador
retrogrado. En las imagenes insertas se muestra la localizacion de cada corteza de acuerdo al atlas de Paxinos; (A) Corresponde a
la corteza infralimbica, (B) corresponde a la corteza prelimbica. (C y D) corresponden a la corteza insular dorsal (Ald) y posterior
(pAl). Considerando los sitios de marcaje se puede realizar un correlato anatémico en cuanto a la existencia de conexiones entre

ambas estructuras Cl y CPFm. Tomado de Gabbott, et al., 2003 .
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Figura 2. Interacciones anatomicas entre la CPFm vy la corteza insular. (A) Se muestra un diagrama que representa las areas de
inyeccion del marcador retrogrado (regiones negras) dentro de la corteza prelimbica y el marcaje resultante (area gris) en la corteza
insular agranular (porcién dorsal); de la misma forma (B) se muestra el patrén de marcaje cuando la inyeccion del trazador se
realizé en corteza insular agranular (regién negra en B), y el marcaje resultante en corteza prelimbica. (C) Se muestra un diagrama
con la interaccion en ambos sentidos entre la corteza prelimbica y la corteza insular a granular. Modificado de Gabbott, et al.,
2003 .
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Debido al traslape de las proyecciones y las interconexiones de la CPF con las
areas involucradas en el procesamiento de informacion gustativa (por ej. Amigdala,
NTS) (Hernadi, et al, 2000), se puede inferir que la CPF juega un papel importante en el

procesamiento de memorias gustativas.

Figura 3. Estructuras relacionadas con el procesamiento de informacion

gustativa. Diagrama en el que se presentan las estructuras relacionadas con
el procesamiento de informacion gustativa, en el cual se puede observar la
interaccién propuesta entre la corteza insular y la corteza prefrontal, y como
ambas estructuras envian proyecciones al nlcleo acumbens. Abreviaturas:
NTS. nucleo del tracto solitario, PBN: nucleo parabraquial, PFC: corteza
prefrontal, AM: amigdala, VTA: area tegmental ventral, NAcb: nucleo

acumbens, VP: pallidum ventral, HL: hipotdlamo lateral. Modificado de
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Yamamoto, 2006 .
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E

40 4 . . o
en corteza orbitofrontal de la rata. Se evalué de forma arbitraria las
1 *
20 4 | respuestas placenteras (porcentaje mayor) y respuestas de aversion
0 (porcentajes menores) en grupos tratados STZ (n=8) comparados con
| A | A

CONTROL ST1Z grupos control (n=8); A. Patrones conductuales de aversion. |. Patrones

% Sabores Desagradables conductuales de ingesta. #* p< 0.05. Modificado de Karadi, et al.,

80
2005 .
40 2
x8
20
0
| A | A

CONTROL ST1Z

32




3.2 CORTEZA PREFRONTAL Y CONDICIONAMIENTO DE AVERSION A LOS
SABORES

En la actualidad son pocos los estudios que se han centrado en analizar el papel
que juega la CPFm en el procesamiento de informacién gustativa, especialmente en la
fase de extincion del CAS. Entre los trabajos existentes se pueden hacer notar aquellos
en los cuales se realizaron lesiones citotdéxicas (Hernadi, et al., 2000) o mecanicas
(Fresquet, et al., 2003) para valorar el papel de esta corteza en la formacion y extincion
del CAS, con resultados no siempre concluyentes y en ocasiones contradictorios, con
respecto a otros grupos de investigacion. En este sentido el grupo de Hernadi 2000,
demostré que lesiones citotoxicas en la CPFm mediante 4cido kainico® y 6
hidroxidopamina® (6-OHDA) afectan la IL del CAS. De esta forma, se realizaron
lesiones micro-iontoforéticas con los farmacos ya mencionados. Sus datos revelaron
que los sujetos que sufrieron lesiones citotoxicas por ambos farmacos presentan una
mayor IL con respecto a los grupos control operados y controles falsos operados
(Hernadi, et al., 2000) (Figura 13).

Por otra parte el trabajo de Fresquet en el 2003 se centré en estudiar el efecto
de lesiones en la CPFm en la adquisicion y extincion del CAS, utilizando sacarosa al
3.5% como estimulo gustativo. Sus datos muestran que lesiones en la corteza frontal y
prefrontal carecen de efecto sobre la adquisicion y extincion del CAS,

independientemente la extension de la lesion (Fresquet, et al., 2003).

! Acido Kainico es el agonista principal de los receptores kainato del glutamato, a grandes dosis ha
demostrado ser citotéxico.

| ’Lab hidroxidopamina, es una neurotoxina que lesiona las neuronas catecolaminergicas.
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Figura 5. Lesiones citotéxicas en CPFm. Se
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Sin embargo estos resultados son contradictorios con los obtenidos mas
recientemente, en los cuales se demuestra que la CPFm juega un papel necesario en la
fase de extincion del CAS. En su estudio, Akirav y su grupo infundieron en la CPFm
(corteza prelimbica y corteza infralimbica) un inhibidor de la sintesis de proteinas
(anisomicina) inmediatamente después de la prueba de memoria del CAS. Estos
resultados muestran que los sujetos que recibieron el inhibidor de la sintesis de
proteinas extinguen el CAS (disminucién de la aversidon) mas lentamente con respecto a
sus grupos control (Figura 14); de lo cual se puede inferir que durante la extincion del
CAS, es necesaria la integridad funcional de la CPFm (Akirav, et al., 2006). De igual
forma, se realizdé una aproximacion al papel que juega la CPFm en el paradigma del
CAS vy su subsecuente extincion. De esta forma se demostré que hay actividad en la
transcripcion del gen c-fos en PL y AIL durante la extincion del CAS, y que este
aumento en la transcripcién esta relacionado con la contingencia del estimulo gustativo
(Figura 15) (Mickley, et al., 2005).
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Figura 6. La extincién del CAS es dependiente de la sintesis de proteinas en la CPFm. En este experimento se muestra que los
sujetos infundidos con anisomicina (100pg/m 0.5 pl) en la CPFm, inmediatamente después del dia de prueba del CAS, muestran
una extinciéon mas lenta (un mayor indice de aversién), en comparacion con los sujetos que recibieron infusiones de vehiculo. * = p

> 0.05, tomado de Akirav, et al., 2006 .

De los estudios antes expuestos se puede inferir que la CPF tiene un papel activo en el
procesamiento de informacion gustativa, y que dicho papel va desde los procesos
perceptuales, en el caso de la corteza orbitofrontal, hasta los procesos cognitivos
relacionados con la memoria del sabor (para el caso de la CPFm). Sin embargo dichos
estudios no se han centrado en la fase de adquisicién del CAS, que es el momento del
paradigma, donde se lleva a cabo la primera asociacion entre el sabor y su
consecuencia visceral. Cabe mencionar también, que los estudios mediante lesiones de
la CPFm no han sido concluyentes, en cuanto al papel de la corteza en el

procesamiento de informacion gustativa, entre los diferentes grupos de investigacion.
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Figura 7. Inmuno reactividad para c-Fos en laPL y la AlL ante la extincion del CAS. La grafica muestra la media de la densidad
de células que expresan inmuno reactividad para c-Fos en | a PL y la AIL ante la extincion del CAS. La expresion de c-Fos fue
estadisticamente significativa Unicamente en la extincion del CAS. * p < 0.05. Por su parte en la tabla se muestran los diferentes

grupos utilizados en este protocolo experimental. Modificado de Mickley, et al., 2005 .
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3.3 ASOCIACION CPFY NORADRENALINA.

La CPFm recibe inervacién noradrenérgica del locus coeruleus (LC) principal
nacleo de sintesis de este neurotransmisor. La corteza cingulada anterior presenta una
baja densidad de innervacion noradrenérgica, mientras que la corteza cingulada
posterior recibe —-una mayor densidad de axones noradrenérgicos. En el caso de la
corteza PL, la mayor densidad de proyecciones noradrenérgicas de esta corteza se
encuentran entre las cortezas cingulada anterior y la posterior (Heidbreder y
Groenewegen, 2003; Morrison, Grzanna, Molliver y Coyle, 1978; Morrison, Molliver,
Grzanna y Coyle, 1979; Steketee, 2003). A su vez, el LC recibe inervacién reciproca
desde la CPFm donde hay una mayor tendencia de las cortezas AIL y PL a enviar
proyecciones de entrada a este nucleo (Figura 16) (Heidbreder y Groenewegen, 2003).
Por otro lado la estimulacion del LC produce decremento en la actividad basal de las
neuronas de la AIL y la PL, e incrementa los niveles extracelulares de noradrenalina
(NA) y dopamina (DA) en la AIL y la PL (Gresch, Sved, Zigmond y Finlay, 1995;
Heidbreder y Groenewegen, 2003; Mantz, Milla, Glowinski y Thierry, 1988; Steketee,
2003; Thierry, Godbout, Mantz, Pirot y Glowinski, 1992). Lo anterior sugiere que la NA
liberada en las cortezas AIL y PL puede modular la liberacién de dopamina. En este
sentido, estudios mediante la técnica de microdialisis, donde se administro
farmacol6gicamente carbacol (agonista de receptores muscarinicos) en el LC y se
observo que la liberacion de NA en CPFm coincidia con aumentos en la liberacion de
DA, mientras que una disminucién en la liberacién de NA en CPFm por efecto de
clonidina (agonista de receptores a-adrenérgicos) en LC, también  provocaba
disminuciéon en la liberacion de DA en CPFm (Figura 17); En otro experimento se
administré directamente en la CPFm, desipramina (inhibidor de la recaptura de NA), lo
cual provoco un aumento en los niveles de NA y DA en esta corteza, en este mismo
experimento también administraron idaxozan (antagonista de receptores a2-
adrenérgicos) lo cual provoco disminucién en los niveles de dopamina en CPF. De los
datos obtenidos en ambos experimentos demuestran que tanto la estimulacion de LC
como el uso de inhibidores de la captura de NA en CPFm provocaba aumento de NA

como de DA en la CPFm ipsilateral al sitio de la estimulacion, mientas que la
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inactivacion del LC o bien la infusion con antagonistas de receptores a—adrenérgicos en
la CPFm provoca una disminucion de ambos neurotransmisores; lo cual permite inferir
el papel de la NA como modulador de la liberacion de DA en CPFm (Gresch, et al.,

1995; Heidbreder y Groenewegen, 2003; Kawahara, Kawahara y Westerink, 2001).
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Figura 8 Interaccion entre CPFmy LC. Se identificaron fibras que proyectan desde CPFm hacia LC, estas fibras se identificaron
mediante inyecciones de marcadores anterégrados Faseolus Vulgaris Leucoaglutinina (PHA-L) y dextran-amina biotinilada (DBA)
en diferentes regiones de CPFm y FR2. (A) Se muestra una vista medial de de la parte rostral del hemisferio de la rata. En ella se
han marcado las localizaciones aproximadas de los sitios donde se inyectaron los marcadores. Los niveles de las secciones (A —F)
se muestran en la Figura 4. (B) Se muestra la densidad relativa de fibras y terminales desde CPFm y FR2 hacia el locus coeruleus.
La localizacion de las inyecciones esta representada en la seccion A. La densidad de fibras desde cada zona inyectada hacia el LC

esté representada bajo el siguiente patron: (-) Ausencia de marcaje, (=) Fibras esporadicas, (+) Presencia de fibras. El nimero de

cada region inyectada es seguida por “d” y/o “s” indicando la localizacién de las inyecciones: (d) capas profundas de la corteza o

capas superficiales (s). Modificado de (Heidbreder y Groenewegen, 2003)
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Figura 9. La liberacién de NA provocada por la estimulaciéon del LC promueve la liberacion de DA en la CPFm. (A) Durante la

inactivacion del LC mediante clonidina provoca una disminucion en la liberacion de NA en la CPFm ipsilateral. (B) La inactivacion

del LC con clonidina provoca una disminucion en la liberacién de DA en la CPFm ipsilateral. (C) la activacion del LC con carbacol

estimula la liberacion de NA en la CPFm ipsilateral, lo cual a su vez también estimula la liberacion de DA en esta misma corteza (D)

Tomado de Kawahara, et al., 2001 .
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4 JUSTIFICACION

Existe suficiente evidencia experimental que relaciona a la CPFm con funciones
alimenticias y memorias relacionadas al sabor. Sin embargo la funcién especifica de las
neuronas de esta area cerebral y de la actividad catecolaminérgica en el procesamiento
central de la informacion gustativa, aun no estd definido (Hernadi, et al, 2000). Los
estudios existentes han explorado el papel de la CPFm enfocdndose casi
exclusivamente en la fase de extincion del CAS, sin explorar su papel durante la fase de
adquisiciéon de dicho condicionamiento. Tampoco se ha explorado la funcion del sistema
noradrenérgico, especificamente de los receptores f—adrenérgicos en la adquisicion y/o
consolidacion del CAS. En relacion al fendbmeno de IL; los datos indican que el
neurotransmisor que juega un papel principal en este fendmeno es la dopamina, de
esta forma lesiones puntuales en la CPFm o uso de agonistas dopaminérgicos
provocan una disminucion de la IL en animales, y este proceso puede ser revertido por
el uso de antagonistas dopaminérgicos como haloperidol. Sin embargo se ha
demostrado mediante estudios de microdidlisis que existe modulacién de los niveles de
dopamina en la CPFm en funcion con los niveles de NA liberados por el LC en la CPF
(Kawahara, Kawahara y Westerink, 2000; Kawahara, et al., 2001; Westerink, Kawahara,
De Boer, Geels, De Vries, et al., 2001). En funcién de ello, es necesario explorar el
papel de los receptores B-adrenérgicos de la CPFm en la formacion y expresion de la
IL; el cual es un fenbmeno que se presenta tanto en humanos como en animales, y la
IL en ambos modelos se genera por mecanismos y variables semejantes. Esto indica
que la rata es un modelo adecuado para el estudio neuroquimico y neuroanatémico de
la IL del CAS. Asi mismo, es util para los estudios de patologias como la esquizofrenia
la cual es una enfermedad neuro-psiquiatrica en la cual se ve afectada la expresion de
la IL, en pacientes de reciente inicio (Lubow, 2005). En este proyecto, se investigo el

papel de los receptores B-adrenérgicos de la CPFm en dos procesos:

a) El papel de los receptores B- adrenérgicos en la CPF en las fases de

adquisicion (formacion y/o consolidacion) y evocacion del CAS.
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b) El papel de los receptores B- adrenérgicos de la CPF durante la pre-

exposicion de la IL del CAS.

Esta investigacion permitira conocer la funcién de los receptores beta adrenérgicos en
la corteza prefrontal durante la formacion de la memoria incidental y la memoria de

aversion al sabor.
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5 HIPOTESIS

El bloqueo de los receptores pB-adrenérgicos en la CPF mediante propranolol,

antagonista p-adrenérgico, impedira el aprendizaje del CAS.

El bloqueo de los receptores p-adrenérgicos en la CPF mediante propranolol,

antagonista -adrenérgico, impedira la evocacion del CAS.

El bloqueo de receptores B-adrenérgicos en la CPF mediante propranolol, antagonista

B- adrenérgico, potenciara la IL del CAS.

6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVOS GENERALES.

Estudiar la funcion de la actividad noradrenérgica mediada por los receptores
B—adrenérgicos en la CPFm durante la formacion y expresion de la memoria aversiva

del sabor.

Estudiar la funcion de la actividad noradrenérgica mediada por los receptores

B—adrenérgicos en la CPFm durante la formacion de la memoria incidental del sabor.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

Evaluar los efectos de la administracion de un antagonista B—adrenérgico (propranolol),
, durante la fase de adquisicion (aprendizaje y consolidacion) y la fase de evocacion del

condicionamiento de aversion al sabor

Evaluar los efectos de la administracion de un antagonista B—adrenérgico (propranolol),

, durante la pre-exposicion del sabor en la inhibicion latente del CAS.
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7 MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se enfocé en valorar los efectos del propranolol en dos formas
de aprendizaje gustativo, tanto asociativo como incidental. Para analizar dichos efectos
sobre el aprendizaje asociativo se realizaron dos experimentos de memoria gustativa.
En el experimento 1 se evaluaron los efectos del propranolol sobre la adquisicion y/o
consolidacion del CAS (infusiones antes de la adquisicion - INFadq); mientras que en el
experimento 2 se evaludé el efecto del propranolol sobre la evocacion del CAS
(Infusiones antes de la evocacion de la memoria de aversion del sabor - INFev). Dados
los resultados obtenidos en estos experimentos se decidié analizar los posibles efectos
del propranolol en la percepcion del sabor (experimento 3) y sobre el efecto de
dependencia de estado (experimento 4). Con el fin de analizar los efectos del bloqueo
de receptores B-adrenérgicos en aprendizajes incidentales se realiz0 un experimento

dentro de un protocolo de IL del CAS (experimento 5).

7.1 SUJETOS

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, con un peso entre 250 y
300 g. al momento de su ingreso al laboratorio, se separaron en cajas individuales con
alimento y agua ad libitum. Durante un periodo de una semana se habituaron al
vivarium del laboratorio, manteniendo en ciclo invertido de 12 horas de oscuridad / 12
horas de luz, con una temperatura promedio de 23 °C. Tanto las manipulaciones y los
procedimientos de experimentacion fueron realizadas durante el ciclo activo de las
ratas. Todas las manipulaciones y experimentos fueron realizados bajo la autorizacion
del comité de ética del Instituto de Neurobiologia UNAM, de acuerdo a los lineamientos
del NIH
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7.2 CIRUGIA

Las ratas se anestesiaron con una solucion compuesta de ketamina (Cheminova)
70 mg/Kg i.p. y xilacina (Cheminova) 6 mg/Kg i.p. Posteriormente, basandose en las
coordenadas del atlas de Paxinos (Paxinos, 1998) para CPF (AP +3, LAT +-.5, DV -2
desde bregma) y a través de un estereotéxico se les implantd de forma bilateral,
canulas de acero inoxidable de 12 mm y 30 gauge de didmetro. Las canulas se
anclaron al craneo de los sujetos mediante acrilico dental y dos tornillos de acero
inoxidable. Una vez fijas las canulas se les insertaron estiletes de acero inoxidable (12
mm longitud) para evitar el taponamiento de las canulas. Posteriormente pasaron al
post operatorio inmediato® en un periodo de recuperacién de 7 dias con alimento y agua
ad libitum.

7.3 INFUSIONES

Las infusiones se realizaron mediante la insercion de inyectores de 15 mm, 30
gauge de didmetro a cada una de las canulas. Dichos inyectores fueron disefiados para
sobresalir 2 mm por debajo del borde inferior de la canula, con la finalidad de llegar a la
CPFm (Porcion ventral de PL y dorsal de AIL). Los inyectores se fabricaron con agujas
dentales, las cuales se conectaron mediante un tubo de polipropileno a una jeringa
Hamilton de 10 ul. EIl flujo de la jeringa se controla mediante una bomba de infusion

(Microprocessor Controlled Syringe pumps 100 series).

El propranolol se infundié a una concentracion de- 20 ug/5 ul de solucion salina
fisiologica (esta dosis mostro efectos previos en los trabajos de Bahar 2003 y Miranda
2008) (Bahar et al., 2003, Miranda et al., 2008), en los sujetos control se infundio
solucion salina. El volumen infundido fue de 0 .5 ul en cada hemisferio con un tiempo de
infusién de 60 seg, posterior a este tiempo los inyectores se mantuvieron en posicion

durante 60 seg permitiendo asi una correcta difusién del farmaco en la CPF.

! post operatorio inmediato.- Periodo de recuperacién de un procedimiento quirtrgico, el cual es posterior a la
recuperacion del estado anestésico y hasta 7 dias posterior a la cirugia.
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7.4 PARADIGMAS CONDUCTUALES

7.4.1 CONDICIONAMIENTO DE AVERSION DEL SABOR

Los sujetos se privaron de agua durante 24 horas, y posteriormente fueron
habituados a consumir agua durante un periodo de 20 min al dia. El periodo de
habituacion fue de 7 dias y estos consumos fueron considerados para establecer una
linea basal de consumo. El octavo dia (adquisicion), se realiz6 la presentacion del sabor
novedoso (EC) sacarina 0.1% durante 20 minutos, media hora después del consumo
los sujetos fueron expuestos al El, inyectandolos con una solucién de cloruro de litio
(0.25 M/3 ml) i.p., la cual provoca irritacion visceral. El noveno dia (24 horas después de
la adquisicion) se realiz6 la prueba de memoria a largo plazo, para ello nuevamente se
les presento la solucion de sacarina a la misma concentracion que el dia de adquisicion,
se les permiti6 beber durante 20 minutos y se cuantific6 el consumo, el cual se utilizd
como un parametro de la asociacion entre el EC y el El; de esta forma consumos
menores durante la prueba de memoria indicaron una asociacion (aprendizaje) mayor
(Figura 18).

Bajo este paradigma se realizaron dos experimentos diferentes, el primero para
valorar los efectos del propranolol sobre la fase de adquisicion y/o consolidacion del
CAS (INFadg), mientras que en el segundo experimento se valoraron los efectos del
propranolol durante la fase de evocacion (INFev).

También como parte del experimento 1 se realiz6 una prueba de memoria a corto
plazo, en las cual cuatro horas después de la adquisicion, se les dio a beber sacarina
y al igual que en las pruebas de memoria a largo plazo, los consumos fueron

parametros de la aversion de los sujetos hacia el sabor.
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CONSUMO MEMORIA A

BASAL ADQUISICION. LARGO PLAZO
I N N . I .. *
T 30 min. 4 hr. 24 hr.
Dia 1-7 Dia 8 Dia 9

Sabor novedoso Sacarina 1 (Concentracion 0.1% )

v/
a LCl0.25M

} / Prueba memoria a corto plazo Sacarina 2 (Protocolo INFadq)

|

* Prueba memoria a largo plazo Sacarina 3

Figura 1 . Procedimiento del CAS. Diagrama que muestra el procedimiento general del condicionamiento de
aversion a los sabores. Después de siete dias de linea base de consumo de agua, se continua con la fase de
adquisicion, en la cual los sujetos son expuestos a un sabor novedoso (sacarina 0.1%) que se asocia con un
malestar visceral (LiCl 0.25 M). En este protocolo se pueden realizar pruebas de memoria a corto plazo (cuatro horas

después de la adquisicién) o bien pruebas de memoria a largo plazo.

7.4.2 MODELO DE PERCEPCION DEL SABOR

Al igual que en el CAS, los sujetos se privaron de agua durante 24 h, posterior a
ello se estableci6 la linea base de consumo de agua durante 7 dias (una sola
presentacion de agua al dia, con una duracién de 20 min). Al octavo dia los sujetos
fueron expuestos durante 20 min a un sabor que naturalmente les provoca aversion
(quinina). Se cuantificd su consumo durante esta exposicion el cual se comparara con el
consumo basal, teniendo asi un parametro del rechazo o preferencia del nuevo sabor
presentado. El noveno dia los sujetos fueron expuestos nuevamente al sabor durante
20 min y se cuantific6 su consumo, el cual fue un parametro para verificar la existencia

de rechazo a dicho sabor.
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7.4.3 INHIBICION LATENTE DEL CONDICIONAMIENTO DE AVERSION A LOS

SABORES

Al Igual que en los protocolos anteriores, los sujetos se privaron de agua
durante 24 h, durante los siguientes dias se habituaron a beber agua una sola vez al
dia durante un periodo de 20 min, condicibn que se mantuvo durante todo el
experimento variando Unicamente la naturaleza del liquido ingerido. Durante todo el
experimento se mantuvieron con alimento ad libitum, se establecié una linea base de
consumo de 7 dias (un consumo diario con una duracion de 20 min). El octavo dia se
realiz6 la fase de pre-exposicion al sabor, en la cual se presentd un estimulo gustativo
(sacarina al 0.1%) el cual no es asociado a ninguna consecuencia visceral, 20 min
después se cuantifica el consumo. El siguiente dia (Adquisicion del CAS), los sujetos
fueron expuestos nuevamente a una solucién de sacarina al 0.1%, durante 20 min, y
media hora después a la ingesta, los animales fueron inyectados con LiCl 0.25 mMol
(2.059 g/100 ml) i.p., a una dosis de 9.5 ml/Kg, (0.75% del peso corporal). Veinticuatro
horas después se les someti6 a la prueba de memoria, presentandoles una vez mas la
solucion de sacarina. La cantidad de ingesta durante este dia revel6 el grado de

inhibicién latente en los sujetos (Figura 19).
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MEMORIA A
LARGO PLAZO

CONSUMO
BASAL PRE EXPOSICION ADQUISICION.,
B B . - -> = *
’ 24 hr. V. N \_'_l 24 hr.

1 ~~ 30 min.
|D|'a1-7| | Dia 8 I I Dia9 I | Dia 10 I

[\
» Sabor novedoso Sacarina 1 (Concentracion 0.1% )

Sacarina 2

v/
*

Prueba memoria a largo plazo Sacarina 3

Figura 2. Diagrama de la Inhibicion latente del CAS. Después de una linea base de consumo de agua (7 dias) los
sujetos fueron expuestos a un sabor novedoso, en este caso sacarina al 0.1%, el cual no fue seguido por ninguna
consecuencia (fase de pre exposicidn), 24 h después se realiz6 la fase de adquisicién en la cual se realizé una
segunda presentacion del sabor, pero el estimulo gustativo fue seguido por una consecuencia visceral (LICI 0.25M),
Pasadas 24 h (décimo dia) se llevd a cabo la prueba de memoria para ello se dio una tercera presentacion del sabor,

y es durante esta fase donde se puede valorar la inhibicion latente en los sujetos.
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7.5 HISTOLOGIA

Con la finalidad corroborar los sitios donde fueron implantadas las canulas, se
sacrificaron a los sujetos de experimentacion mediante perfusion_intracardiaca, para
ello, previamente se inyectd una sobredosis de pentobarbital sédico (100 mg/Kg_i.p)
(Miranda & McGaugh, 2004). Posterior a la sobredosis del anestésico, los sujetos se
perfundieron con solucién fisiolégica, fueron decapitados y los cerebros se extrajeron
manualmente, para colocarse en formaldehido al 4% por un periodo de 4 dias y
posteriormente en una solucion de sacarosa al 30% durante 4 dias, esto como una
medida de crio proteccion (Miranda & McGaugh, 2004). Posteriormente se realizaron
cortes de 50 micras mediante un criostato. Los cortes obtenidos, fueron montados en
un orden de 6 cortes en un portaobjetos y posteriormente fueron sometidos a tincion
con el método de violeta de cresilo. Al terminar el proceso de tincion los cortes fueron

analizados bajos criterios histologicos, descritos en la seccién siguiente.

49




7.5.1 ANALISIS HISTOLOGICO

Con la finalidad de realizar el andlisis estadistico considerando Unicamente

sujetos en los cuales las infusiones fueron realizadas en la estructura anatoémica de

interés (la CPFm), se procediéo a realizar un analisis histologico de cada cerebro

obtenido. Para ello se observaron las laminillas al estereoscopio, comparandose con el

atlas de Paxinos en los cortes correspondientes a la corteza infralimbica y prelimbica,

desde + 3.2mm hasta +2.2mm desde bregma, (Paxinos, 1998). Se analiz6 la presencia

de los trayectos de las canulas y de los inyectores a través del parénquima cerebral,

asi como los sitios de difusion (propranolol o solucion salina), en todos estos analisis, se

tenia conocimiento de que lado era el derecho y cual el izquierdo en cada corte; Bajo

este criterio los resultados se catalogaron de la siguiente manera:

Clasificacion | Interpretacion

+ Céanulas, inyectores y difusion de farmaco en sitio anatémico adecuado.
X Cénula, inyector y difusion de farmaco en sitio inadecuado.
o? No se observa trayecto de canula y/ o inyector, pero si el sitio de difusion.

Categoria Histolégica Lado Lado

1 2

Histologia adecuada. + +
Probable inclusion. + &?
Probable inclusion. ; ;

&? 1 7
Catalogar como fuera X X
de lugar o lesion en sitio
de interés.
Catalogar como fuera X C',f)

de lugar o lesién en sitio

de interés.

Interpretacién.- El lado derecho de los cortes

corresponde al lado derecho de los portaobjetos

Cénulas, inyectores y difusibn de farmaco en sitio
anatomico adecuado. (Bilateral)

Cénula, inyector y difusion de farmaco en adecuado de un
lado y canula o inyector no visible de lado contario, pero
sitio de difusién visible acorde a CPFm

No se observa trayecto de canula, ni inyector en ambos
lados, pero sitios de difusion visibles y acordes a CPFm
Céanula, inyector y difusion de farmaco en sitio

inadecuado. (Bilateral), Criterio de exclusion Inmediata

Céanula, inyector y difusion de farmaco en sitio inadecuado
en un hemisferio, con canula o inyector no visible contra

lateral. Criterio de exclusion inmediata.

Un ejemplo del andlisis histoldgico realizado se puede observar en la Figura 20.
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"

Bregma 3.20 mm

Figura 3. Analisis histologico. (A) Cortes de Paxinos correspondientes a la CPF, desde +3.2 mm hasta +2.7 mm anterior a bregma.
(B) Ejemplo de un analisis histolégico, en el cual se puede observar tanto el trayecto del inyector como el sitio de infusion, este corte
esta en un punto intermedio entre + 3.2 y +2.7 mm desde Bregma. Se puede corroborar que el sitio de infusion se encuentra en los
limites entre PL e IL. (C) Ejemplo de un cerebro en el que el trayecto de la canula lesiond la regién de interés. (D) Ejemplo de una
implantacion fuera del lugar de interés, en este caso la canula se encontrd sobre el cuerpo calloso.
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7.6 ANALISIS DE DATOS

Una vez realizado el analisis histologico, se procedio a realizar el analisis de
datos, para ello se utilizo el consumo neto de liquido para cada una de las fases (dias)
de los diferentes experimentos. Se realizo la prueba estadistica ANOVA de medidas
repetidas para identificar diferencias entre los grupos, diferencias de los sujetos a lo
largo de las fases del experimento (tiempo) y si existia interaccion entre el tratamiento
recibido y el tiempo. Una vez obtenidos los datos del ANOVA de medidas repetidas, se
realizo prueba post hoc LSD de Fisher para cada una de las fases de los protocolos,
para identificar diferencias entre los grupos. Se consideraron datos significativos con
una p < 0.05. En la Tabla 1 se muestran los detalles de los procedimientos estadisticos

realizados para cada experimento.

Experimento Grupos Fases Prueba Estadistica
]]\[Fadq Control *Basal de agua, adquisicion, memoria a
| «Propranolol corto plazo, memoria a largo plazo
INFev *Control *Basal de agua, adquisicion, memoria a ANOVA de
*Propranolol loreoples medidas
Percepciondel | *Control *Basal de agua, Quinina 1, Quinina 2 Repetidas,
L —— — : Post Hoc de
Dependencia de | *Control *Basal de agua, adquisicion, memoria a .
i estado. ~Dependencia de estado | 18780 plazo Fisher
IL-CAS Control- CAS *Basal de agua, pre- exposicion, ANOVA de medidas Repetidas,
«Propranolol —control adquisicion, memoria a largo plazo, ANOVA Factorial para cada
«Control —IL extincion Sfasey Post Hoc de Fisher
*Propranolol-IL

Tabla 1. Se muestra los diferentes protocolos experimentales, los grupos incluidos en cada protocolo, asi como las fases

de tiempo de cada protocolo. En la Ultima columna se muestra las pruebas estadisticas utilizadas para cada protocolo experimental.

52




8 EXPERIMENTOS

8.1 EFECTOS DE LAS INFUSIONES DE PROPRANOLOL ANTES DE LA
ADQUISICION-CONSOLIDACION Y LA EVOCACION DEL
CONDICIONAMIENTO DE AVERSION A LOS SABORES

8.1.1 EXPERIMENTO 1. (INFadq)

Este experimento tubo como finalidad el conocer los efectos de las infusiones de
propranolol en la CPFm durante la fase de adquisicion y/o consolidacion del CAS. Para
ello, posterior a las cirugias y después de la linea base de agua, durante la fase de
adquisicion del CAS, los sujetos se dividieron aleatoriamente en el grupo experimental y
grupo control (grupo propranolol (n= 25) y grupo control (n= 16) respectivamente) y
recibieron infusiones bajo el procedimiento mencionado en el apartado 7.3. Diez min
después de las infusiones se continu6 con el protocolo del CAS. Cuatro horas
posteriores a la fase de adquisicién (fase de asociacion entre el sabor novedoso y el
LiCl), se realizé una segunda presentacion de sacarina al 0.1% con la finalidad de
evaluar la memoria a corto plazo; 24 h después durante el dia de prueba se les
presenté nuevamente la solucion de sacarina al 0.1% y se cuantific6 su consumo
(Figura 21).
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MEMORIA A

‘ LARGO PLAZO
ADQUISICION.

=N B | » 10 min
] |\ ] |\ J
1 N | | e /\
10 min. . 30 min. 4 hr, 24 hr,

Experimento 1 (INFadq)

Experimento 2 (INFev) La

Infusiones propranolol 20 mg/ 0.5 ml (Protocolo INFadq)
Infusiones propranolol 20 mg/ 0.5 ml {Protocolo INFev)
Sabor novedoso Sacarina 1 {Concentracion 0.1% )

LiClI0.25M
Prueba memoria a corto plazo Sacarina 2 {Protocolo INFadqg)

Prueba memoria a largo plazo Sacarina 3

* 448

Figura 1. Diagrama de los experimentos 1 (INFadq) y 2 ( INFev). Se puede observar el protocolo general del CAS, asi
como las diferentes intervenciones durante los protocolos INFadg e INFev. Bajo el primer protocolo, se realizan
infusiones 10 min previos a iniciar con la fase de adquisicién del CAS, y se realizan pruebas de memoria tanto de
corto como a largo plazo. Bajo el protocolo INFev las infusiones se realizaron 10 min antes de la prueba de memoria

a largo plazo.
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8.1.1.1 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 1 (INFadq)

En la Figura 22 se muestran los resultados del protocolo INFadq; el analisis de
ANOVA de medidas repetidas dos por cuatro, mostré que existen diferencias en entre
los grupo control (n=16) y propranolol (n=25) (F(39 = 10.14; p< 0.01) , también se
encontraron diferencias de los sujetos a lo largo del tiempo (F(1,39) = 91.23; p< 0.0001),
e interaccion entre el tratamiento recibido (grupo) y el tiempo (F1,39) = 7.56; p< 0.0005).

Cuando se realizo la prueba post hoc LSD de Fisher para cada uno de los dias
del protocolo, se encontr6 que no habia diferencias entre los grupos durante el
consumo basal, ni durante la adquisicién (p > 0.05). Sin embargo, durante la evocacion
el grupo con infusion de propranolol presentd un incremento significativo en el consumo
de sacarina en la prueba de memoria a corto plazo (p < 0.05), asi como también un

incremento en el consumo durante la prueba de memoria a largo plazo (p< 0.001).
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Efecto del propranolol en la CPFm
Experimetno 1 (INFadq)
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Figura 2 . Efecto de infusiones de propranolol en CPFm protocolo INFadg. El consumo de agua,
durante la linea base y el dia de adquisicion del CAS no present6 diferencias significativas entre los grupos.

La flecha indica el momento de la infusion 10 min previos a la presentacion del sabor novedoso. Efectos del

propranolol antes de la adquisicion del CAS sobre la memoria a corto y a largo plazo. El # indica diferencia

con el control * p<0.05; ***=p<0.001.
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8.1.2 EXPERIMENTO 2 (INFev)

Este experimento se realiz6 con la finalidad de conocer los efectos de las
infusiones de propranolol en la CPFm en la fase de evocacion del CAS. Para ello los
sujetos fueron divididos aleatoriamente en grupo control (n= 10) y grupo propranolol
(n=10), y se llevo a cabo el protocolo del CAS, realizando las infusiones diez min

antes de la prueba de memoria a largo plazo (Figura 21).

8.1.2.1 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 2.

Al realiza la prueba de ANOVA de medidas repetidas dos por cuatro, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos (F (1,18=0.42; p>0.05), pero si un
efecto a través del tiempo (F (1,3=31.78; p<0.0001) e interaccion entre el grupo y el
tiempo (F 1,3=3.85; p>0.05) (Figura 23).
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Efecto de infusiones de propranolol en CPFm
Experimento 2 (INFev)
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Figura 3. El propranolol infundido antes de la prueba de memoria a largo plazo, carece de efecto en la evocacion del
CAS. La flecha indica el momento de la infusién: 10 min antes de la prueba de evocacion. No se encontraron

diferencias entre los grupos a través del tiempo.
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8.1.3 EXPERIMENTO 3. PERCEPCION DEL SABOR

Dados los resultados de los experimentos anteriores, en los cuales el propranolol
mostro efectos en la fase de adquisicion y tendencia de efecto durante la evocacion, se
realiz6 un tercer experimento con un procedimiento de percepcién del sabor. Para
descartar que el efecto observado en los grupos propranolol, se debiera a un efecto
sobre algun proceso perceptual mas que sobre un proceso mnémico. Para ello 11
sujetos fueron privados de agua durante 24 h, durante los siguientes 7 dias se
habituaron a beber agua una sola vez al dia durante un periodo de 20 min en una
probeta graduada, condicion que se mantuvo durante todo el experimento, asi como
alimento con ad libitum. El octavo dia se realizaron infusiones bajo el procedimiento
explicado en el apartado correspondiente, al grupo control (n=5) y propanolol (n=6); 10
minutos después, se les dio de beber una solucion de quinina al 0.009%, a la cual se
ha demostrado que los sujetos presentan aversion innata. Posterior a la ingesta se
cuantific6 el consumo. Al siguiente dia, se presentd nuevamente la quinina y se
cuantific6 el consumo, esto para conocer como decrecia la aversién a dicho sabor

(habituacion o atenuacion de la neofobia).

8.1.3.1 EFECTOS DE LA INFUSION DE PROPRANOLOL EN LA PERCEPCION DEL
SABOR

El analisis de ANOVA de medidas repetidas dos por tres, revel6 que no hubo
diferencias en entre los grupos control y propranolol (F 1,9 = 0.960; p> 0.05), hay
diferencias significativas en el consumo a lo largo del tiempo (F (12 = 57.68; p< 0.001),
pero no hay interaccion entre el factor tiempo y el grupo (F (12 = 0.426; p> 0. 05), esto

nos indica que el propranolol no afecta la percepcion del sabor (Figura 24).

59




Media grupal de consumo ml

Efecto de las infusiones de propranolol en la

2 CPFm en la percepcion del sabor.

15 -

H Control n=5

M Propranolol n=6

inal

Linea base de agua ' Quinina 1 (0.009%) Quinina 2 (0.009%)
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Figura 4. El propranolol en la CPFm no altera el consumo de quinina (0.009%). La flecha indica el momento de las

infusiones, diez min previos a la presentacion de quinina.

8.1.4 EXPERIMENTO 4. PRUEBA DE DEPENDENCIA DE ESTADO

Dado que se ha demostrado que el aprendizaje y la memoria pueden estar
sujetos a dependencia de estado (Rezayat et al.,, 2009), y en funciéon de que en el
experimento uno, el farmaco fue administrado antes del aprendizaje, fue necesario
descartar éste efecto por parte de las infusiones de propranolol sobre la CPFm, para lo
cual se utilizé un protocolo de dependencia de estado, en la cual los mismos sujetos
recibieron infusiones bajo el procedimiento ya descrito, 10 min antes de la adquisicién y

10 min antes de la fase de evocacién del protocolo del CAS.
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8.1.4.1 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 4. DEPENDENCIA DE ESTADO

El ANOVA de medidas repetidas dos por tres, mostro diferencias entre los grupos
control y propranolol (grupo dependencia de estado) (F (117 = 14.7; p< 0.05), tambien
diferencias a lo largo del tiempo (F (12 = 71.76; p< 0.0001) e interaccion entre el grupo
y el tiempo (F (1,2 = 9.65; p< 0.001) ; la prueba post hoc LSD de Fisher mostré que no
hubieron diferencias significativas ni durante la linea base ni durante la fase de
adquisicién del CAS (p>0.05). Por otra parte, el dia de prueba de memoria a largo
plazo, el grupo propranolol mostré un consumo significativamente mayor de sacarina

en comparacion con el grupo control (p< 0.0001) (Figura 25).

Administracion de propranlol en la
CPFm antes de la adquisicion y antes de
la prueba de memoria

25
20 T *xxKKx
= T
E
o 15 7
E
g 10 - H Control n= 10
o
© i Dependencia de estado n=9
5 .
Infusion 10 minutos
0 - antes de la presentacién

del sabor
Linea Base Adquisciontd Memoria largo

Figura 5. Experimento de dependencia de estado. Las flechas indican los momentos de las infusiones diez minutos

antes de la adquisicion y diez minutos antes de la prueba de memoria a largo plazo. Diferencia con el grupo control

soqe P<0.0001.
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8.2 EFECTOS DE LA INFUSION DE PROPRANOLOL EN LA INHIBICION LATENTE
DEL CAS

8.2.1 EXPERIMENTO 5. INHIBICION LATENTE DEL CAS

Este experimento tuvo como finalidad el conocer los efectos de las infusiones de

propranolol sobre la fase de pre-exposicion en el modelo de inhibicion latente del CAS.

Una vez establecida una linea base de consumo, los grupos se dividieron de manera
aleatoria en cuatro grupos y se realizo la fase de pre-exposicion de inhibicion latente
(octavo dia), la cual consistié en la infusion de propranolol (grupos propranolol-control
n=12 y propranolol IL n=17) o solucion salina (grupos Control CAS n=11, Control IL
n=13), previa a la pre-exposicion del sacarina al 0.1% para los grupos Control IL y IL
propranolol, o agua a los grupos Control CAS y propranolol-control. Al siguiente dia,
(Adquisicion) todos los grupos bebieron una solucion de sacarina al 0.1%, durante 20
minutos, 30 minutos posteriores a la ingesta, los animales fueron inyectados i.p. con
cloruro de litio (LiCl) (0.25 mMol, 1 g/100 ml). A una dosis de 9.5 ml/Kg, (0.75% del peso
corporal). Veinticuatro horas después se les sometié a la prueba de memoria de
aversion, presentandoles de nuevo la solucion de sacarina. La cantidad de ingesta
durante este dia revelé la intensidad de aversion asi como el grado de inhibicién

latente, en los grupos pre-expuestos a la sacarina (Figura 26).
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Figura 6. Inhibicién latente del CAS. Se muestra un diagrama del protocolo seguido durante el experimento 5 en las

fases de pre exposicién, adquisicion y prueba de memoria.

8.2.1.1 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 5

El ANOVA de medidas repetidas muestra que existen diferencias significativas
entre los diferentes grupos (F (3, 49) = 6.88; p< 0.001), también existen diferencias de los
sujetos a lo largo de cada una de las fases del protocolo (F (3, 4 = 64.43; p< 0.0001), e
interaccion entre los grupos y el tiempo (fases del protocolo) (F (s, 4) = 3.6; p< 0.0001)

Al realizar el ANOVA factorial de una via para cada una de las fases del
protocolo, se encontré que los consumos de los grupos son similares durante la linea
base (p> 0.05); por otra parte las infusiones de propranolol en la CPFm antes de la
fase de pre-exposicion carece de efectos sobre el posterior consumo de agua o

sacarina durante esta fase (p> 0.05) (Figura 27)
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El analisis de ANOVA factorial de una via de los consumos durante la
adquisicion, mostro diferencias significativas entre los grupos (F 3, 49) = 4.153; p< 0.05),
y al realizar la prueba post hoc LSD de Fisher, se encontraron diferencias significativas
entre el grupo control CAS y los grupos pre-expuestos a sacarina, control IL (p<0.01) y
propranolol IL (p<0.01). También se encontraron diferencias entre el grupo control
propranolol y el grupo control IL (p<0.05)

Durante la prueba de memoria a largo plazo, la ANOVA factorial de una via
mostré diferencias significativas entre los grupos (F, 49= 14.186; p< 0.0001); y al
realizar LSD de Fisher se encontraron diferencias significativas entre el grupo control IL
y el control CAS (p <0.0001) y control propranolol (p< 0.005); también hubieron
diferencias significativas entre el grupo prorpanolol IL y los grupos control CAS y
control propranolol (p<0.0001).

El analisis estadistico de la fase de extincién, mostré que existen diferencias
significativas entre los grupos (F (3, 49) = 4.711; p< 0.01). Al realizar prueba de Fisher se
encontraron diferencias significativas entre el grupo control CAS con respecto al resto
de los grupos, control propranolol (p<0.05), control IL (p<0.01) y el grupo propranolol IL
(p< 0.001) (Figura 28).
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Figura 7. Consumos durante la IL del CAS. La flecha indica el momento de las infusiones.
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Figura 8 . Efecto del propranolol en CPFm en la IL del CAS durante la adquisicion, la prueba de memoria a largo
plazo y la extincion. El triangulo indica el momento de la aplicacion de LiCl el cual fue 30 minutos después de la
presentacion de sacarina (flecha) durante la fase de adquisicion.
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9 DISCUSION

El reconocimiento del sabor, es un aspecto de la conducta alimenticia de enorme
importancia para la supervivencia de los sujetos (Burés 1998); hecho que es verificable
en el potencial efecto negativo, resultado de la ausencia de este reconocimiento por ej.
La presencia de intoxicacion, enfermedad, o hasta la muerte del sujeto. En este
sentido, es sobresaliente la complejidad de los mecanismos involucrados en el
procesamiento de informacion gustativa, ya que tanto estructuras subcorticales (por e€j.
NTS, amigdala, tAlamo), como estructuras corticales (por ej. corteza insular), tienen una
funcién relevante en del procesamiento de la informacion gustativa (Burés 1998, Sakai
and Yamamoto, 1999, Sakai and Imada, 2003, Yamamoto, 2006). Asimismo, otra de
las estructuras que se sabe esta relacionada, al menos en parte, con el procesamiento
de informacion gustativa es la corteza prefrontal medial (Hernadi et al., 2000, Fresquet
et al., 2003, Karadi et al., 2005, Akirav et al., 2006, Yamamoto, 2007). Los estudios
sobre el papel funcional de la CPFm en la memoria del sabor se han enfocado casi
exclusivamente en el proceso de extinciéon del CAS, y han abordado el problema
mediante la induccion de lesiones tanto mecanicas (Fresquet et al.,, 2003), como
citotoxicas (Hernadi et al., 2000), con una menor atencibn a los mecanismos
subyacentes (por ej. mecanismos moleculares o genéticos) en el papel que juega la
CPFm en el CAS. Por ejemplo, Mickley y su grupo, demostraron un aumento en la
expresion de C-fos en CPFm durante la extincion del CAS (Mickley et al., 2005). Otro
caso es el de Akirav y su grupo, quienes demostraron la necesidad de sintesis de
proteinas en CPFm durante la extincién del CAS y que los procesos de extincion son
independientes del funcionamiento de receptores NMDA (Akirav et al., 2006).

Por otra parte, existe suficiente evidencia cientifica del papel del sistema
noradrenérgico en los procesos mnémicos (Cairncross et al., 1973, Mason and lversen,
1975, Mason and Fibiger, 1979, Archer et al., 1983b, Davies et al., 1985, McGaugh and
Cahill, 1997, Feenstra et al., 1999, McGaugh, 2000, LaLumiere et al., 2003), como la
evitacion inhibitoria (Quirarte et al., 1997, Quirarte et al., 1998) y el condicionamiento al
miedo (Cahill and McGaugh, 1995, 1996a, b, McGaugh and Cabhill, 1997, Feenstra et
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al., 1999, Ferry and McGaugh, 2000, McGaugh, 2000, McGaugh and Izquierdo, 2000,
Miranda et al., 2003), asi como el procesamiento de informacién gustativa, estudiado a
través de modelos como el CAS, preferencia del sabor o extincion del CAS (Mohammed
et al., 1984, Archer et al., 1986, Miranda et al., 2003, Miranda et al., 2008). La
participacion del sistema noradrenérgico durante la memoria del sabor ha sido
demostrada en estructuras como la amigdala (Bahar et al., 2003, Miranda et al., 2003) y
la corteza insular (Miranda et al., 2008). Las evidencias hasta ahora apoyan la idea de
que el sistema noradrenérgico también tiene una  funcidbn importante en el
procesamiento de la informacion gustativa en la CPFm, esto fue demostrado por el
grupo de Kobayashi en ratones knockout a la tiroxina hidroxilasa®, en los cuales los
niveles de NA estan disminuidos en muchas areas cerebrales, y como consecuencia no
se logra la formacién de condicionamiento de aversién a los sabores (Kobayashi and
Kobayashi, 2001). Este aprendizaje se restituye cuando se aplica, desiperamina, un
farmaco que induce la estimulacién de actividad noradrenérgica. Ahora bien, si
consideramos el hecho de que se ha demostrado la existencia de receptores -
adrenérgicos en la CPFm (Rainbow et al., 1984, Kalaria et al., 1989, Carr et al., 2007),
asi como también proyecciones directas desde el LC a CPFm (Swanson and Hartman,
1975, Morrison et al., 1979, 1981, Kawahara et al., 2000, Pudovkina et al., 2001), con la
subsecuente liberacion de NA en esta corteza cuando se estimula el LC (Jodo and
Aston-Jones, 1997, Kawahara et al., 2001) esto da sustento a la idea del papel
funcional de la NA en CPFm a través de sus receptores B-adrenérgicos. Sin embargo, a
pesar de la gran cantidad de informacion que involucra a la CPFm y al sistema
noradrenérgico en el procesamiento de la memoria del sabor, no existe actualmente
ningun estudio en el que se haya explorado el papel de los receptores B-adrenérgicos

de la CPFm en la fase de adquisicidén y evocacion del CAS.

Sin embargo para lograr una mayor comprension del papel funcional del sistema
noradrenérgico en la CPFm y su relacion con memorias del sabor, ya sea en el modelo

del CAS o como aprendizaje incidental dentro del complejo fendmeno de la IL, se debe

! Enzima principal en la cascada de sintesis de catecolaminas.
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considerar a cada uno de los subtipos de receptores adrenérgicos, tanto a-
adrenérgicos como B-adrenérgicos, de manera individual; esto es debido a que cada
receptor presenta tanto caracteristicas farmacocinéticas diferentes (Katzung, 2007,
Ramos and Arnsten, 2007, Rang, 2008), asi como distribucion anatomica diferente,
dado lo cual, su activaciébn genera procesos moleculares diferentes, teniendo como
resultado final una actividad estructural y organica diferente a través de las estructuras
corticales o subcorticales (Ramos and Arnsten, 2007). Aun la afinidad de la NA es
diferente para cada uno de los receptores, siendo en orden decreciente a2, al, B-
adrenérgicos (Katzung, 2007, Ramos and Arnsten, 2007). En cuanto a los mecanismos
moleculares que se despliegan ante la activacion de los diferentes receptores
adrenérgicos, actualmente se conoce que tanto los receptores al como p-adrenérgicos
se activan ante situaciones de estrés (Birnbaum et al., 1999, Ramos and Arnsten,
2007), desencadenando cascadas moleculares ya sea por la via del inositol trifosfato
(IP3) en el caso de los receptores al o bien incrementando los niveles de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), como es el caso de los receptores [-adrenérgicos
(acoplados a proteinas Gs); por lo contrario la activacion de receptores a2 al estar
acoplados a proteinas Gi disminuye los niveles de AMPc (Ramos and Arnsten, 2007). El
resultado conductual de esta diferente gama de activaciones y cascadas de
sefializacion desplegadas, se ve reflejado en la ejecucion de diferentes tareas
dependientes de la CPF; en ese sentido se conoce que la activacion de receptores al,
mejora la ejecucion de tareas relacionadas con memoria de trabajo y atencion (Carr et
al.,, 2007, Ramos and Arnsten, 2007, Wang et al.,, 2007), mientras que para los
procesos de consolidacion de la memoria a largo plazo, bajo condiciones de estrés,
tanto en roedores como en otras especies como aves, se requiere de la participacion de
los receptores al y B-adrenérgicos (Gibbs and Summers, 2003, Tronel et al., 2004). De
esta forma la actividad de la CPF estaria siendo regulada de manera distinta en
condiciones basales, con un aumento en la actividad de los receptores a2, mientras que
bajo condiciones de estrés y en los procesos de consolidacion de memorias aversivas,
los niveles de NA aumentan en comparacion a condiciones basales y esto genera una
reduccion en la actividad de la CPF mediada por la activacion de los receptores aly B-

adrenérgicos principalmente (Gibbs and Summers, 2003, Ramos and Arnsten, 2007).
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Un dato importante es el hecho de que el funcionamiento de la CPF parece disminuir
bajo condiciones de estrés, esto puede ser debido a que las condiciones neuroquimicas
adecuadas para su funcionamiento pueden ser diferentes de otras areas y estructuras
corticales y subcorticales, de esta manera bajo una liberacion basal de NA se activarian
principalmente los receptores aZ2-adrenergicos en la CPF, lo cual se traduce en
actividad de esta corteza, mientras que en otras estructuras diferentes esta liberacién
basal no implicaria un aumento de actividad en las mismas. Por otra parte ante un
aumento en la liberacién de NA en la CPF bajo condiciones de estrés, habria una mayor
activacion de receptores al y B-adrenérgicos, lo cual generaria una reduccion en la
actividad de esta corteza, pero con aumento de actividad en estructuras como amigdala
(Quirarte et al., 1997), hipocampo, corteza sesorimotora, facilitando tareas y procesos
dependientes de estas estructuras (Ramos and Arnsten, 2007). De esta manera ante
situaciones de aprendizaje relacionado con estrés o alto contenido emotivo, lo cual
puede tener un alto valor en situaciones de supervivencia, en donde se frenarian
procesos relacionados con la reflexion y toma de decisiones o seleccidon de opciones
(funciones propias de la CPF), para dar un mayor peso a conductas instintivas o
habituales (funciones que estan relacionadas con la actividad de estructuras

subcorticales como amigdala o hipocampo) (Ramos and Arnsten, 2007)

Es necesario recordar que el propranolol (farmaco utilizado en los experimentos
presentados en esta tesis) es el prototipo de un antagonista de receptores B-
adrenérgicos, el cual presenta igual afinidad para los receptores Bl y B2 (Katzung,
2007, Rang, 2008), siendo los primeros los que presentan una mayor expresion en la
corteza de la rata(Ramos and Arnsten, 2007), sin embargo este farmaco carece de
accion alguna sobre los receptores a-adrenérgicos (Katzung, 2007, Rang, 2008), los
cuales se ha demostrado son requeridos para un adecuado aprendizaje de diferentes
tareas como la evitacion inhibitoria, donde se ha demostrado que los receptores al-
adrenergicos juegan un papel en la regulacion de la formacién del aprendizaje y

memoria de este paradigma. (Ferry and McGaugh, 2008)
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De tal manera, que en este trabajo se enfoco en el papel de los receptores -
adrenérgicos, intentando aportar un estudio mas completo sobre la funcién de estos
receptores en la memoria gustativa. Los presentes resultados muestran que la
inactivacion temporal de los receptores P-adrenérgicos en la CPFm antes de la
adquisicién del CAS (protocolo INFadq), interrumpe su formacion y/o consolidacion,
dato que concuerda con los resultados previos que han demostrado efectos similares
en otras estructuras que tienen un papel preponderante en el procesamiento de la
informacion gustativa, y que son necesarias para la adecuada formacion del CAS, tal es
el caso de la amigdala (Bahar et al., 2003, Miranda et al., 2008) o la corteza insular
(Miranda et al., 2008), y que a su vez comparten conexiones bilaterales con la CPFm,
hecho que permite establecer a la CPFm como parte del circuito que subyace a la
integracion y procesamiento de la informacion gustativa.

Nuestros datos aportan informacion del efecto del propranolol y por lo tanto de
los receptores B-adrenergicos, durante la evocacién de la memoria de aversion del
sabor a largo plazo (protocolo INFev), demostrando que es necesaria la integridad de
los receptores beta-adrenérgicos para una adecuada de adquisicidn, mas no para la

evocacion del CAS.

Una posible explicacion de los datos obtenidos en los experimentos iniciales de
este trabajo, es que el propranolol estuviera afectando procesos perceptuales. Sin
embargo, la prueba de percepcion del sabor, donde las infusiones de propranolol no
impiden percibir y por lo tanto rechazar un sabor amargo (Figura 24), que presenta una
aversion innata, nos permite concluir que los efectos observados en las pruebas de
memoria, son resultado del efecto de la inactivacion de los receptores p-adrenergicos
por el propranolol, sobre procesos mnémicos. También podemos descartar el hecho de
gue el propranolol provoque un efecto dependiente de estado, ya que los sujetos que
recibieron infusiones antes de la fase de adquisicion y la fase de evocacion,
presentaron un bloqueo en la formacion y expresion del CAS, al igual que los sujetos
de los experimentos 1 (INFadq), los cuales recibieron infusiones de propranolol antes
de la fase de adquisicion del CAS(Figura 25). En lo que respecta a la inhibicion latente,

hay diferentes estudios que relacionan a la CPF con este modelo de aprendizaje
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incidental (Ellenbroek et al., 1996, Weiner and Feldon, 1997, Perlstein et al., 2001,
Perlstein et al., 2003, Erberk Ozen and Rezaki, 2007). Por ejemplo, se ha reportado que
tanto en sujetos humanos y animales, cuando hay alteraciones de la CPF se ve alterada
la expresion de la IL. En este sentido se sabe que en humanos con alteraciones
patologicas de la CPF, como es el caso de trastornos psicéticos incluyendo la
esquizofrenia, se han asociado también con alteraciones de aprendizaje y memoria
(Erberk Ozen and Rezaki, 2007); estas alteraciones en la CPF se han correlacionado
con bloqueos en la expresion de la IL (Moser et al., 2000). De igual forma hay datos que
demuestran modificaciones en la expresion de la IL en animales y humanos, cuando se
hacen manipulaciones del sistema dopaminérgico en la CPF (Dunn, 1988, Weiner,
1990, Ellenbroek et al., 1996, Schmajuk et al., 1998, Steketee, 2003, Weiner, 2003,
Schmajuk et al., 2005). Sin embargo, algunos grupos reportan ausencia de efectos bajo
manipulaciones similares (Ellenbroek et al 1996). Al enfocarnos en el sistema
noradrenérgico y su relacién con IL, las evidencias obtenidas mediante microdialisis
(Gresch et al., 1995, Kawahara et al., 2001) demuestran la existencia de una
correlacion entre los niveles de NA en CPFm y los niveles de dopamina en esta misma
corteza, indicando que el aumento de NA en la CPFm, ya sea por estimulacién del LC
(Kawahara et al., 2000, 2001) o bien por el uso de antagonistas de la recaptura de NA
(Gresch et al., 1995), genera un aumento en los niveles de dopamina en la CPFm
ipsilateral a la manipulacion, con lo cual se puede inferir que, al menos en cierto nivel, la
IL puede estar modulado por el sistema noradrenérgico en la CPFm.
Desafortunadamente, hasta la fecha no hay evidencias en las que se haya explorado
esta posibilidad. En nuestros resultados se muestra que las infusiones de propranolol
en CPFm durante la pre-exposicion en el modelo de IL del CAS, no afectan la
adquisicibn de memorias incidentales, ya que los grupos pre-expuestos a sacarina
(tanto los que recibieron infusion de propranolol como los grupos control de inhibicion
latente), muestran un mayor consumo de sacarina el dia de adquisicion del CAS, en
comparacién con los grupos que no fueron pre-expuestos a la sacarina que no
muestran esta respuesta apetitiva (control CAS y propranolol control) reflejo de una
memoria apetitiva para la sacarina durante la segunda exposicion a este sabor (fase de

adquisicion). Asimismo nuestros resultados demuestran que el propranolol no produce
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cambios en la adquisicion y/o consolidacion de la inhibicion latente del CAS, ya que
ambos grupos pre-expuestos (grupos infundidos con salina o propranolol) presentan
niveles semejantes de consumo durante la prueba de memoria; De acuerdo a estos
datos, el bloqueo de receptores B-adrenérgicos a la dosis utilizada en la CPFm, carece
de efecto sobre el aprendizaje incidental y la IL. Estos datos sugieren que la funcién de
los receptores p-adrenérgicos en la CPFm, en el procesamiento de informacion
gustativa y de asociacion de estimulos, es diferente a otras estructuras, como la
amigdala en donde infusiones de propranolol bloquean tanto el aprendizaje incidental
como la IL o bien en la Cl donde el propranolol bloquea el aprendizaje incidental
(Miranda et al., 2003, Miranda et al., 2008).

En conjunto, los resultados obtenidos a través de estos experimentos
demuestran que los receptores B-adrenérgicos, en la CPFm son necesarios para el
procesamiento de la memoria gustativa, también se puede inferir que estos receptores
tienen una funcién diferente en los procesos de adquisicion y/o consolidacion y
evocacion de la memoria de aversion del sabor. Podemos inferir a partir de estos
resultados, que el papel funcional de los receptores B-adrenérgicos es diferente de
acuerdo al tipo de aprendizaje, siendo necesarios al parecer durante la adquisicion y/o
consolidacion de un aprendizaje asociativo de caracter aversivo como es el CAS, lo
cual se puede relacionar con la necesidad de la activacion de receptores b-adrenergicos
para la consolidacion memorias aversivas(Gibbs and Summers, 2003). Por otra parte,
durante el aprendizaje incidental del sabor, los datos obtenidos en el protocolo de IL
del CAS, demuestran que el bloqueo de los receptores B-adrenérgicos (al menos con
las dosis de propranolol utilizadas) juegan un papel diferente al observado en
aprendizajes aversivos, puesto que no bloquean la adquisicion y/o consolidacion de la
memoria incidental del sabor (por ej. durante la fase de pre-exposicion). Al parecer las
relaciones existentes entre el sistema noradrenérgico en la CPFm y la funcién de esta
estructura durante la inhibicién latente o aprendizajes incidentales, podrian requerir de
una modulacion mas fina y/o especifica para controlar los diferentes procesos que se
dan durante la presentacion de un estimulo no asociado a una consecuencia. Tomando

como referencia los datos que apoyan una posible modulacién noradrenérgica en la
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liberacibn de dopamina (neurotransmisor que tiene mayor relacién directa con el
fenémeno de IL) en CPFm vy considerando que lesiones del sistema noradrenérgico
han afectado directamente mecanismos de la IL provocando su atenuacion (Mason and
Lin, 1980, Archer et al., 1983a, Lorden et al., 1983, Moser et al., 2000); asi como datos
que demuestran la co-localizacion de receptores [-adrenérgicos y receptores
dopaminérgicos D2 en células de la CPF de la rata, (Montezinho et al., 2006), se puede
inferir que posiblemente el propranolol estaria alterando los niveles de dopamina en la
CPFm, sin embargo los resultados de este trabajo muestran que a la dosis utilizada de
propranolol no afecta la IL del CAS, y posiblemente seria necesario utilizar dosis
diferentes de propranolol para observar un efecto sobre la IL del CAS.

En funcién de las ideas presentadas en parrafos anteriores, el trabajo presentado
en esta tesis, se centro en explorar de manera puntual y desde una perspectiva
farmacoldgica, el papel de los receptores B-adrenérgicos de la CPFm en el
procesamiento de informaciéon gustativa en dos tipos de aprendizaje; siendo el aporte
principal de este trabajo el demostrar que la integridad de los receptores f-
adrenérgicos tienen una participaciéon funcional diferente dependiendo del tipo de
aprendizaje que experimente el sujeto. De esta forma la integridad de los receptores -
adrenérgicos es necesaria para que se lleve a cabo una adecuada fase de adquisicion
y o0 consolidacion del CAS, lo cual se ve reflejado tanto en la prueba de memoria a corto
plazo, como en la prueba de memoria a largo plazo. Por otra parte, los resultados
muestran que en el caso del aprendizaje gustativo incidental, donde no existe una
asociaciéon aversiva entre estimulos, asi como en la IL del CAS, el peso funcional de
los receptores B-adrenérgicos es menor, dado que el bloqueo de estos receptores no

afecta la formacion y expresién del aprendizaje incidental, ni de la IL del CAS.
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10 CONCLUSIONES

La actividad de los receptores B adrenérgicos en la CPFm es necesaria para la
adquisicion y/o consolidacion del condicionamiento de aversion al sabor pero no para la

evocacion ni la percepcion del sabor.

El blogueo de receptores B adrenérgicos en la CPFm no afecta la adquisicién del
aprendizaje incidental ni la formacion y/o expresion de la inhibicién latente del

condicionamiento de aversiéon a los sabores.

El efecto sobre la memoria, del bloqueo de receptores 3 adrenérgicos en la CPFm con

propranolol, no es un efecto dependiente de estado.
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13 APENDICES

13.1 APENDICE 1. NORADRENALINA

Las catecolaminas constituyen una familia de neurotransmisores (dopamina,
noradrenalina y adrenalina) las cuales derivan de una molécula en comun (tirosina) y es
por ello que comparten una estructura quimica casi idéntica la cual consiste en un anillo
de benceno con dos grupos hidroxilo adyacentes y una cadena de etilamina. En 1921,
Loewi dio evidencia de una sustancia llamada “accelerance”; en 1936 esta sustancia fue
identificada como noradrenalina (NA) (sinénimo de norepinefrina). Desde que la NA (1p-
3-4-dihidroxifenil-a-etanolamida) se conoce como precursor de la adrenalina, se pensé
que la NA es un sustrato intermedio en la sintesis de adrenalina. En 1940 habia
suficiente evidencia de que la NA no es un mero producto intermedio y que juega un rol
significativo como un neurotransmisor per se. En contraste con la epinefrina, la cual
esta principalmente restringida al sistema periférico, la NA es un neurotransmisor
prioritariamente del SNC (Oliver von Bohlen und Halbach, 2003)

En las neuronas noradrenérgicas, la dopamina es convertida en NA por una
enzima llamada dopamina-B-hidroxilasa. Esta enzima se encuentra de una forma
abundante en neuronas noradrenérgicas y células cromafines (Oliver von Bohlen und
Halbach, 2003)

13.1.1 RECEPTORES NORADRENERGICOS

Cuando la NA es liberada de las terminaciones nerviosas, interactia con
receptores especificos, los cuales fueron asignados colectivamente como
adrenoreptores. Los adrenoreptores se encuentran en la membrana plasmatica de las
neuronas del SNC y sistema nervioso periférico, también se encuentran en glandulas
periféricas y células musculares llamadas también células efectoras. Los efectos

generados por la NA dependen del tipo de receptor; actualmente se han descrito dos
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tipos de receptores los ay B, los cuales fueron descritos desde 1948 para explicar los
diferentes tipos de efectos de la NA; a su vez los receptores o han sido subdivididos en
dos diferentes categorias. Los tres tipos de receptores tienen en comun su
acoplamiento a proteinas G y muestran una topologia de siete dominios
transmembranales. Cada tipo de receptor puede ser dividido a su vez en distintos
subtipos (Oliver von Bohlen und Halbach, 2003). En la tabla 2 se muestran las

principales caracteristicas de los receptores adrenérgicos.

TABLA 2
Subfamilia Acoplamiento Segundo  Agonistas Antagonistas Subtipos.
a proteina G mensajero. Selectivos Selectivos

al Gq Cat++ fenilefrina prazosin ala

methoxamina WB4101 alg

alp

o2 Gi cAMP clonididina rauwolscina  a2a

dexmedetomidina yombina o2p

o2c

B Gs cAMP isoproterenol propranolol  B1

terbutalina metroprolol B2

Ca™" B3

Los adrenoreceptores en el SNC son activados por NA o por agonistas
especificos y la sefial de transduccion involucra la estimulacion de proteinas G. La
secuencia de los siete dominios de membrana es altamente conservada entre las tres
subfamilias de receptores. Hay disminucion de la sensibilidad de los adrenoreceptores
ante la presencia continua de un ligando, lo cual provoca una disminucion en la

respuesta del agonista a lo largo del tiempo. Los mecanismos involucrados en la
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disminucién de la sensibilidad incluyen una pérdida de acoplamiento de la proteina G y
la remocidén de receptores desde el plasma (también llamada internalizacién) este
mecanismo detiene los efectos inducidos por el ligando y permite el reciclaje del

receptor (Oliver von Bohlen und Halbach, 2003).

La distribucion de los diferentes subtipos de adrenoreceptores no es homogénea
en el cerebro y cada subtipo de receptor revela una localizacion caracteristica. Por
ejemplo en la corteza cerebral los adrenoreceptores del tipo oy  estan distribuidos de
manera diferente entre las capas de la corteza. Estas diferencias topogréficas en la
distribucion de los receptores puede ser un factor para la variabilidad local de las
respuestas noradrenérgicas en la corteza cerebral (Oliver von Bohlen und Halbach,
2003).

13.1.2 RECEPTORES B-ADRENERGICOS

Originalmente se identificaron dos subtipos 1 y B2, En el cerebro existen ambos
tipos los cuales no pueden ser diferenciados en términos de sus funciones fisiolégicas;
los receptores Bl son expresados principalmente en las neuronas, mientras que los
B2 se encuentran en la glia y cerebelo (Kuhar, McGirr, Hunter, Lambert, Garrett, et al.,
1999). En adicién un tercer miembro de los receptores B fue identificado, el cual
solamente muestra poca afinidad por NA o adrenalina, este receptor fue nombrado
B3. Los tres subtipos de receptores p estan acoplados a proteinas G, lo cual lleva a la
estimulacién de la actividad de la adenilato ciclasa. (Oliver von Bohlen und Halbach,
2003).

13.1.3LOCALIZACION DE NA EN EL SNC

Las células noradrenérgicas se concentran en el locus coeruleus y nucleo
subcoeruleus (grupos A5, A6, y A7), asi como algunas areas de la formacién reticular
(grupo Al y C1) y en el nacleo del tracto solitario (grupo A2 y C2) (Oliver von Bohlen
und Halbach, 2003). ElI LC es fuente de difusion de proyecciones noradrenérgicas,
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inervando la corteza cerebral, el hipocampo, la amigdala, el septum, el talamo, el
hipotdlamo y la medula espinal. Nucleos relativamente pequefios constituyen la
principal fuente de proyecciones noradrenérgicas en el CNS; sin embargo, estas
neuronas presentan abundantes colaterales, con divergencia en varias areas
subcorticales. Algunas de las proyecciones del LC emergen bilateralmente (Oliver von
Bohlen und Halbach, 2003). Aunque la divergencia de las proyecciones del LC es una
caracteristica dominante del sistema noradrenérgico, la organizacion topoldgica esta
obviamente relacionada con la organizacion interna de este nucleo. La parte medial del
LC proyecta a la corteza, mientras que las neuronas, que proyectan al hipocampo, son
principalmente encontradas en las porciones mas posteriores del LC (Oliver von Bohlen
und Halbach, 2003).

Las neuronas noradrenérgicas de las areas A1 y A2 se combinan hasta cierto punto con
neuronas de los grupos C1 y C2 (las cuales son neuronas adrenérgicas) y sus puntos
de terminacion parecen estar localmente relacionados. Se ha encontrado que
proyecciones de estas areas terminan en el tracto intermedio-lateral de la medula
espinal y en algunos nucleos del hipotalamo, En adicidén, algunas proyecciones de
grupos neuronales de A1y A2 terminan en la amigdala y el talamo (Oliver von Bohlen
und  Halbach, 2003). Algunas neuronas noradrenérgicas co-expresan
neuromoduladores. Por ejemplo en la rata, la co-localizacion de NA y neuropéptido
(NPY) ha sido detectada en la mayoria de las neuronas noradrenérgicas de la
formacion reticular, de forma similar cerca del 20% de las neuronas del LC co-expresan
NPYy NA. De la misma forma una gran fraccion de neuronas del LC, aproximadamente

el 70%, co-expresan NA con galanina (Oliver von Bohlen und Halbach, 2003).
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13.2 APENDICE 2. LA INHIBICION LATENTE COMO MODELO DE ESTUDIO
DE ESQUIZOFRENIA.

La inhibicion latente ha sido utilizada como modelo neuro-psicolégico para evaluar una
de las disfunciones mas citadas en los pacientes con esquizofrenia: el déficit de
atencion selectiva, considerado como una falta de capacidad para ignorar estimulos

irrelevantes (Gal, Schiller y Weiner, 2005).

El termino esquizofrenia fue introducido originalmente por Bleuler en 1911, quien lo
utilizé para remplazar el termino dementia praecox, el cual describia un conjunto de
sindromes como la hebefrenia y la catatonia, los cuales se creian tenian una base
organica comun (Moser, Hitchcock, Lister y Moran, 2000). La esquizofrenia es una
enfermedad cronica que afecta aproximadamente al 1% de la poblacion mundial. Los
sujetos que padecen esta enfermedad representan una gran parte del gasto destinado
a los servicios de salud mental, siendo calculado en 62.7 billones de dolares durante el
2001 en Estados Unidos (Kilts, 2001; McEvoy, 2007; Ross, 2006).

Estudios de neuroimagen como la resonancia magnética y la tomografia han permitido
identificar regiones anatdmicas con anormalidades estructurales y funcionales que
podrian estar implicadas en el desarrollo de esquizofrenia (Ellenbroek, Budde y Cools,
1996; Perlstein, Carter, Noll y Cohen, 2001; Ross, 2006) las cuales pueden presentar
una hiperactividad o hipoactividad (Fresquet, Yamamoto y Sandner, 2003). Entre las
estructuras que se han asociado a la esquizofrenia se encuentra la CPF (Fresquet et
al., 2003; Ellenbroek, Budde, & Cools, 1996; Perlstein et al., 2001), mostrando una
disminuciéon de volumen en esta estructura en los pacientes que padecen dicha
enfermedad (Ellenbroek, et al., 1996; Fresquet, et al., 2003). Estos cambios en la CPF
se han asociado con una mayor severidad de la enfermedad y son considerados como
un posible factor causal de la misma (Ellenbroek, et al., 1996). Estudios de pacientes
con lesiones de CPF o esquizofrenia presentan una marcada dificultad para adaptarse a
nuevas normas una vez que han sido adquiridos comportamientos previos, o de una

forma mas general, el cambio de comportamiento ante diversos contextos. Estos
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mismos déficits se han reproducido en ratas que han sido lesionadas en CPF (Fresquet,
et al, 2003), también se ha encontrado que los pacientes con esquizofrenia presentan
dificultad en el rango de ejecucion de funciones cognitivas y memoria de trabajo lo cual
a su vez se ha asociado con alteraciones en la actividad de la CPF (Lubow, 2005;
Perlstein, et al, 2003; Perlstein, Et al, 2001;). De acuerdo con diversos estudios tanto de
comportamiento, como de neuroimagen (Perlstein, et al, 2003; Perlstein, Et al, 2001) y
lesiones localizadas, se ha encontrado una asociacion entre alteraciones de CPF, la
memoria de trabajo, desorganizacion cognitiva, lo cual se refleja en una disminucién de
la atencion y desorganizacion conceptual (pensamiento desorganizado) (Perlstein, Et al,
2001).

La alteracion de los sistemas dopaminérgicos, glutamatérgicos y de neurotensina se

han implicado en la fisiopatologia y farmacoterapia de la esquizofrenia (Kilts, 2001).

El origen de los modelos de estudio basados en dopamina tiene su base en la
demostracion farmacoldgica de la exacerbacion y disminucion de sintomas con el uso
de agonistas y antagonistas dopaminérgicos, respectivamente (Kilts, 2001) 2001).
También se ha demostrado in vitro una afinidad de los neurolépticos por los receptores
D2 de dopamina, con lo cual se potencia el tratamiento con antipsicéticos. Esto da
bases para inferir que los sintomas psicéticos de esta enfermedad posiblemente se
deban a un estado hiper-dopaminérgico en el cerebro lo cual generaria los sintomas
positivos de la esquizofrenia, mientras que una reduccion en la actividad
dopaminérgica, seria la responsable de los sintomas negativos. Una disminucién en la
capacidad de mantener su respuesta reguladora a cambios en las neuronas
dopaminérgicas de la CPF, podrian ser la causa potencial de el impedimento de la
funcibn de la corteza prefrontal (Kilts, 2001). Estudios post-mortem con
inmunohistoquimica han demostrado alteraciones en la inervacién dopaminérgica en la
CPF (Kilts, 2001).
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13.3 APENDICE EJEMPLO DEL ANALISIS DE DATOS, COMPARACION POR
GRUPOS Y POR HISTOLOGIA

En este apartado se muestran todos los sujetos experimentales separados por

los criterios de exclusion de histologia.Experimento 1. Protocolo INFadq

Durante la linea base de consumo de agua, el andlisis estadistico mediante
ANOVA factorial de dos vias, no mostro diferencias entre los grupos debidas a los
criterios histolégico (sitio de implantacion de las canulas y/o infusion del farmaco) (p>
0.05), ni debida al tratamiento farmacologico (infusiones), o interaccion entre el
tratamiento y los criterios de histologia (p>0.5).

De igual forma el ANOVA no mostro diferencias significativas, debidas a la
histologia, el tratamiento o interaccion entre tratamiento e histologia, durante la fase de
adquisicién (p> 0.05).

La Figura 30 muestra los resultados obtenidos durante la prueba de memoria a
corto plazo; en la cual el ANOVA factorial de dos vias, mostré efectos debido al
tratamiento (F (1, esy= 6.18; p< 0.05); pero no mostro diferencias debidas al criterio
histolégico (p> 0.05), ni efectos por interaccidon entre el tratamiento y la categoria

histologica (p> 0.05).

Durante la prueba de memoria a largo plazo el ANOVA factorial de dos vias,
mostré diferencias entre los grupos debidas al tratamiento (F (1, 68y = 6.3; p< 0.05), y
diferencias debidas a la histologica (F (1, esy= 3.35; p< 0.05) e interaccion entre el
tratamiento y la categoria histolégica de los sujetos (F (1, 6s) = 3.27; p> 0.05). De esta
forma al realizar la prueba post hoc de Fisher mostro que las diferencias debidas al
tratamiento eran entre el grupo control y grupo propranolol (p< 0.05) el cual mostro un
consumo significativamente mayor de sacarina. De igual manera la prueba de Fisher
mostro que el efecto debido a la histologia era entre los grupos que mostraban una
histologia fuera de lugar y los grupos con histologia que lesionaba el sitio anatémico de
interés (p< 0.05) (Figura 29).
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Consumo ml.

25

Memoria a corto y largo plazo en funcion de criterios
histologicos

20 M ControlHistologia adecuadan=18

H ControlFuera n=4

M ControlLesionadon=12

M Propranolol Histologia adecuada n=
25

M PropranololFueran=5

M Propranolol Lesionadon=13

Memoria corto plazo. Memoria largo plazo.

Figura 1. Pruebas de memoria en funcién de criterios histoldgicos. * p< 0.05,

Como se observa en la Figura 29, durante la prueba de memoria a corto plazo si
bien existen diferencias debidas al tratamiento (infusiones de propranolol o solucion
salina), no existe un efecto debido a los criterios histolégicos, ni interaccion entre
tratamiento y criterio histolégico. Cabe mencionar que se observa una tendencia entre
los sujetos que recibieron propranolol a consumir una mayor cantidad de sacarina. Por
otra parte en la prueba de memora a largo plazo, el analisis estadistico mediante
ANOVA de dos vias, mostro un efecto debido al tratamiento, asi como un efectos
debidos a los sitios de infusion (criterios histoloégicos) e interacciones entre el
tratamiento y los sitios de infusién; de esta forma tanto el grupo control con histologia
adecuada y control con canulas fuera del sitio, mostraron un menor consumo de
sacarina, esta diferencia fue estadisticamente significativa con el resto de los grupos,
excepto con el grupo que recibié propranolol y el sitio de infusion estaba fuera del sitio
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anatomico adecuado’ Un dato relevante es el comportamiento de los sujetos que fueron

excluidos por criterio de lesion histolégica en el protocolo INFadq, presentan bloqueo en
la formacion del CAS, los cual se hace evidente durante la prueba de memoria, este
hecho se puede relacionar con datos de otros grupos que han encontrado alteraciones
en la extincion del CAS cuando se realizan lesiones citotéxicas (Akirav, Khatsrinov,
Vouimba, Merhav, Ferreira, et al., 2006; Hernadi, Karadi, Vigh, Petyko, Egyed, et al.,
2000).
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