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VI. Resumen

Se sabe que el glutamato es el neurotransmisor excitador mas
abundante en el sistema nervioso central (SNC) de los cordados y que esta
involucrado en una serie de procesos neuronales como transmision sinaptica,
modulacion de la excitabilidad neuronal y metabolismo celular, involucrados
en gran cantidad de funciones y afecciones del SNC tales como coordinacion
motora, vigilia, dolor, adiccion, aprendizaje y memoria. Los receptores
glutamatérgicos se dividen en los que abren canales ionicos (ionotrépicos) y los
que activan proteinas G (metabotropicos); con respecto a los ionotréopicos de
glutamato, hay muchas investigaciones que muestran wuna amplia
participacion de estos en procesos mnemonicos, sin embargo, hay escasa
informacion sobre lo que acontece con los receptores metabotropicos de
glutamato, a pesar de tener gran relevancia en mecanismos de
neuromodulacion, neuroproteccion, participacion en procesos de plasticidad
sinaptica, formaciéon de la memoria, entre otros.

En este trabajo se estudia como en la corteza insular (CI) denominada
también gustativa por estar involucrada en dichos procesos, participan los
receptores metabotropicos de glutamato tipo I (mGluR I) durante la formacion
y consolidacion de la memoria gustativa que es de crucial importancia en los
animales para discriminar entre un posible alimento apetecible de uno toxico y
reconocer si dicho alimento es nuevo o ha sido consumido con anterioridad.
Se encontr6 que la micro inyeccion bilateral de glutamato en CI
inmediatamente después de haber consumido el sabor novedoso o media hora
después del mismo, aminora la formacion de la memoria apetecible, mientras
que al impedir la funcion normal de los receptores mGIluR I con el antagonista
(RS)-1- aminoindano-1,5-dcido dicarboxilico (AIDA), mejora de manera
significativa la formacion de dicha memoria, mas no de la aversiva. De igual
forma, cuando se microinyectan juntos el glutamato y AIDA en los tiempos
previamente mencionados, se suprimen los efectos observados previamente.

Estos resultados muestran que los mGIluR I tienen dos ventanas de accion,



durante la adquisicion y consolidacion de la memoria gustativa apetecible
cuando se suministra en CI y no en amigdala que es una estructura cerebral

muy importante en la formacion de la memoria gustativa aversiva.

1.INTRODUCCION

El estudio de la neurobiologia es un tema fascinante de las ciencias
biologicas, solo reconociendo como procesamos la informaciéon, podemos saber
mas a cerca de la evolucion de los animales, como percibimos el mundo y
porqué tenemos conductas tan parecidas con otros animales como “el comer,
copular, evitar depredadores y alimentos toxicos”. Algunas otras tan complejas
como la necesidad de crear sociedades, lenguajes, transmitir el conocimiento,
racionalizar sobre la inverosimilitud de las cosas, crear guerras, destruirlo
todo y volver a comenzar.

Todas nuestras conductas son el resultado de la funcion cerebral, por
ello varias personas se han dado a la tarea de estudiar al cerebro y sus
funciones por ejemplo, como aprendemos, como recordamos y por que a Veces
olvidamos. Los primeros estudios cientificos de la memoria fueron realizados
por Hermann Ebbinghaus (1885) quien hizo una clasificacion de la memoria a
partir de la temporalidad para recordar algo. Ramén y Cajal, quien
anteriormente habia descubierto a las neuronas y la conectividad que éstas
tienen a través de las sinapsis, en 1894 propuso que el aprendizaje no
produce proliferacion de neuronas, pero si causa un crecimiento en las
ramificaciones de las neuronas, un incremento en la conectividad y eficiencia
de la comunicacion entre estas células. En esa misma época otro trabajo muy
importante para las neurociencias lo desarrollaba Karl Wernicke. El encontré
que diferentes conductas son controladas por diferentes regiones cerebrales
interconectadas por vias neuronales {Kandel E. R. et al. 1991}. Anos mas tarde
Ivan Pavlov y Edgar Thorndike desarrollan los primeros experimentos de
memoria con animales {Milner B., 1998}. Posteriormente, William James

acuna el término de memoria a corto plazo a toda aquella que es mantenida



por varios minutos a horas, y memoria a largo plazo cuando puede ser
evocada meses o anos después de haber sido adquirida. Por otro lado, Georg
Elias Muller y Alfons Pilzecker (1900) demuestran que el aprendizaje no
induce una memoria permanente instantaneamente, sino, que requiere de un
determinado tiempo para fijarse o ser consolidada. En 1949, en pleno
desarrollo de la fisiologia, Donald Hebb postula que en la memoria a corto
plazo hay una actividad reverberante dentro de la red neuronal, que induce
cambios estructurales en las sinapsis y con ello el mantenimiento de la
memoria por mas tiempo. De igual forma tanto D. Hebb como Karl Lashley
llegan a la conclusion ese mismo ano que la memoria no reside en un lugar
especifico, sino que se encuentra distribuido en la red neuronal. Estos datos
fueron confirmados a nivel molecular con experimentos de Flexner y
colaboradores en 1963; Agranoff & Klinger un ano después y Barondes &
Cohen en 1966. Quienes demuestran que la memoria a corto plazo no requiere
de sintesis de proteinas pero si la de largo plazo {Lechner H. et al. 1999}.

Actualmente se conoce una gran parte de las estructuras cerebrales que
participan en un aprendizaje determinado y se estan identificando las
proteinas y cascadas de senales moleculares involucradas en cambios
estructurales o funcionales de las neuronas durante estos procesos.

Para abordar este conocimiento ha sido crucial tanto la observacion de
los cambios conductuales en personas con alguna alteracion neurologica,
como el desarrollo de modelos experimentales en animales que no es sino
imitar un evento determinado en la vida del animal, bajo condiciones
controladas, modificando algunas variables para ver la respuesta diferencial
ante un estimulo especificamente. Por ejemplo, para estudiar la memoria
espacio-temporal, se ocupa el laberinto de agua de Morris {Bures J, Fenton
AA, Kaminsky Y, Zinyuk L. 1997}; para memoria emocional o afectiva,
usualmente se wutiliza el procedimiento de condicionamiento al miedo
{Bermudez-Rattoni F & Prado A. R. 2001}. En el caso del estudio de la
memoria de reconocimiento al sabor se encuentran el condicionamiento
aversivo a los sabores, inhibicion latente y la atenuacion de la neofobia {Bures,

J., Bermudez-Rattoni F. & Yamamoto T. 1998}. Este ultimo tipo de memoria es
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indispensable para la sobrevivencia de los animales, puesto que les permite
discriminar entre un agente comestible de uno que no lo es o incluso de uno
toxico a partir de previas experiencias ante ese sabor y del recuerdo de sus
consecuencias postingestionales.

Para conocer mas acerca de la memoria gustativa y los mecanismos
moleculares que lo conforman, en esta investigacion se estudia la funcion que
tiene un tipo de neurorreceptor en dos estructuras cerebrales que son muy
importantes para la codificacion de la memoria gustativa. Que seran descritas
posteriormente.

Con el objeto de apreciar con mayor detalle la importancia de este tipo
de memoria es conveniente hacer mencion sobre los conceptos y definiciones
de la memoria, asi como hacer un recuento de la evolucion del sistema
gustativo — visceral, y conocer los avances que ha habido en la neurobiologia

del sistema gustativo y visceral.

1.1. Antecedentes.

1.1.1. Aprendizaje y Memoria.

La memoria y aprendizaje son procesos biologicos muy complejos que
por medio de la adquisicion de wuna experiencia, provoca un
desencadenamiento de eventos que modifica la actividad a nivel molecular de
la neurona, produciendo eventuales cambios en su citoarquitectura, en su
comunicacion e interaccion entre estructuras cerebrales que finaliza con
cambios en la conducta del animal.

Para entender el proceso de los sistemas de la memoria y el aprendizaje,
es necesario definirlos y reconocer las clasificaciones de la memoria.

El aprendizaje se define como el proceso adaptativo que permite
adquirir nuevos conocimientos del entorno, lo cual implica una modificacion
de la forma de representar a nivel cerebral uno o varios estimulos. La memoria
es el proceso de codificacion del conocimiento adquirido previamente,

integracion al sistema neuronal, almacenaje y recuerdo.
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La memoria puede clasificarse dependiendo de sus caracteristicas en:

e En memoria a corto plazo y a largo plazo.
o] Memoria a corto plazo, es una memoria labil que dura de
segundos a horas {Kandel E. R., Schwartz J. H. & Jessell T. M. 1991}.
o] Memoria a largo plazo, es mas estable que la de corto plazo,
dura horas, meses o anos y requiere de sintesis de proteinas para su
consolidacion {Rosenblum K, Meiri N. & Dudai Y. 1993}, {Bermudez-
Rattoni F & Prado A. R. 2001}, {Kandel E. R., Schwartz J. H. & Jessell
T. M. 1991}.

e La memoria de acuerdo a la informacion que representa, procesos
cognoscitivos y las estructuras cerebrales implicadas, se clasifica en:
o] Memoria declarativa, es toda aquella que implica procesos
cognoscitivos como evaluacion, comparacion e inferencia de hechos y
eventos en estado de vigilia del animal y es posible verbalizarlo (en
personas). Es proposicional y es afectada por amnesia {Squire L. R. &
Zola S. M. 1997}. Las estructuras cerebrales cruciales para este tipo
de memoria se encuentran en el l6bulo temporal medial y region de la
linea media del diencéfalo. En particular, el hipocampo es
indispensable para este tipo de memoria.
o] Memoria no declarativa. No es proposicional y rige los
cambios en conductas de habilidad y la capacidad para responder
apropiadamente a un estimulo a través de la practica. Este tipo de
memoria incluye a la memoria de habitos, habilidades, habituacion,
sensibilizacion, condicionamiento clasico y primming o habilidad para
detectar o identificar objetos como resultado de recientes encuentros
{Squire L. R. 2004}. La memoria no declarativa incluye todo tipo de
memorias que no requieren de un proceso cognoscitivo que implique
discurrir. Estos tipos de memorias son ampliamente conservadas en
todos los animales y no son alteradas por amnesia {Milner B. et al

1998,
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Memoria

No declarativa (implicita)

Declarativa (Explicia) procesal Priming  Condicionamiento No asociativa
(Habitos & clasico
habilidades)

Hechos Eventos

Respuesta Musculatura
emocional esquelética

Lébulo temporal medial Estriado Neocorteza Amigdala Cerebelo Vias de
Diencéfalo reflejo

Figura 1. Clasificacién de la memoria en mamiferos.
Divisién de la memoria y principales estructuras involucradas. Imagen modificada de referencia de
“Milner B., Squire L. R. & Kandel E. R. (1998)".

11.2. Tipos de memoria.

Memoria no declarativa.

Memoria de habituacion, consiste en la disminucion de una respuesta
ante un estimulo irrelevante presentado en repetidas ocasiones. Conforme el
estimulo se hace familiar hay un detrimento de la respuesta.

Sensibilizacion, por el contrario a la memoria anterior, esta aumenta la
respuesta ante un estimulo igual o similar al previamente adquirido. Por lo
general ello ocurre por situaciones tensas o nocivas.

Memoria de procedimientos (habito y habilidades) a partir de la
repeticion prolongada de una tarea como dibujar o cantar, se adquiere y
gradualmente se perfecciona hasta llegar a hacerlo automaticamente. En este
tipo de memoria el sistema cortico-estriado tiene un papel muy importante
{Squire L. R. & Zola S. M. 1996}.

Condicionamiento clasico o Pavloviano. Se refiere al aprendizaje de
asociacion de por lo menos dos estimulos, uno incondicionado o natural que

es inherente a la conducta del animal y un estimulo condicionado o artificial.
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Al ser presentado un estimulo condicionado precedido inmediatamente por el
incondicionado se genera la asociacion entre estos estimulos, de manera que
en subsecuentes presentaciones bastara con la presencia del estimulo
condicionado para obtener una respuesta condicionada.

En el caso del condicionamiento aversivo a los sabores, el estimulo
condicionado es el alimento y es asociado con el incondicionado, el malestar
gastrico, como producto de la ingestion del alimento. Por ende en las
subsiguientes exposiciones, la Unica presentacion del alimento producira una
respuesta aversiva (vomito o no ingestion) de dicha comida.

Condicionamiento operante o instrumental. A partir de una conducta
espontanea o casual se obtiene un estimulo reforzador, si esta dinamica se
mantiene, conducta determinada—obtencion de estimulo, el animal asocia
estos factores y manipula la respuesta a su propio beneficio. Por ejemplo
cuando una rata cada vez que golpea una palanca obtiene alimento, termina
por aprender que al mover de una forma determinada la palanca, siempre
obtendra su comida.

Priming o memoria perceptual, segin Tulving y Schacter es un cambio
en la capacidad para identificar o producir un articulo como resultado de
exposiciones previas al mismo {Schacter D. L. & Buckner R. L. 1998}. Se
divide en priming perceptual y conceptual:

Priming perceptual: es una modalidad especifica en la cual la
informacion adquirida (palabras, objetos o patrones) no depende de
codificacion semantica o episddica de un articulo y las personas con amnesial
pueden retenerla.

Priming conceptual: procesamiento de la informacion que es beneficiada
con la codificacion semantica. Por ejemplo, categorizar ciertas palabras como
platano, manzana y pina, a partir de una palabra genérica como “Frutas” o
como reconocer un mismo objeto con imagenes tomadas de distintos angulos o
asociar nuevas caras con nombres. Estos tipos de memoria pueden ser
afectados o no por lesiones cerebrales en estructuras que son cruciales para la

memoria declarativa, es decir en la region temporomedial y diencéfalo. Las

' Amnesia, pérdida de la memoria.
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estructuras cerebrales importantes para los priming se localizan
primordialmente en el lo6bulo temporal medial ventral como corteza temporal
inferior (area TE, perirhinal y entorhinal), asi como de la corteza prefrontal,
insular y region occipitotemporal ventral {Wiggs C. L. & Martin A. 1998},
{Schacter D. L. & Buckner R. L. 1998}.

La memoria declarativa puede ser dividida en dos subgrupos, memoria
episodica y semantica. Memoria episodica, es la memoria que mantiene
informacion especifica de la historia de vida del organismo, es decir, eventos o
episodios que ha experimentado en su devenir. Es un proceso complejo que
hace la representacion de un evento a partir de contextualizar toda la
informacion sensorial obtenida en ese momento. En tanto que la memoria
semantica se refiere al conocimiento de las cosas, incluyendo el significado del
vocabulario, conceptos y hechos. Por lo tanto es esencial para la formacion del
lenguaje, comprension, lectura y escritura, asi como reconocimiento de objetos
y de caras {Hodges J. R. & Graham K. S. 2001}.

A nivel neurobiologico, se sabe que existen regiones neuronales con
ciertos atributos, los cuales se encuentran interconectados con otros circuitos
neuronales que en su conjunto permiten el desarrollo de una respuesta ante
un estimulo determinado.

Por ejemplo, el neoestriado y el caudado son importantes para algunos
tipos de memorias cuyo aprendizaje es gradual, como la memoria de habitos y
habilidades, la amigdala para cuestiones de afecto y recompensa, el cerebelo
es esencial para el aprendizaje del condicionamiento al guino del ojo, la
neocorteza en priming y el l6bulo temporal medial en la memoria declarativa

{Squire L. R. 2004}, {Kesner R. P. & Rogers J. 2004}.

1.1.3. Fases de la memoria

La memoria por su temporalidad se divide en:
J Memoria a Corto Plazo. Desempeno de una respuesta inmediata

ante circunstancias parecidas a las ya experimentadas.
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o Memoria a largo plazo. Propiedad de recordar y evocar informacion
familiar basada en la flexibilidad, accion y patrones de
complementacion. Para su formacion y consolidacion requiere de
sintesis de proteinas, proceso que tarda experimentalmente

alrededor de ocho horas.

Las fases de la memoria son las siguientes:

o Adquisicion. Proceso de atencion selectiva ante un estimulo,
obtencion de nueva informacion.

o Consolidacion. Desarrollo de la perpetuacion de un aprendizaje
por dias, meses o anos a partir del paso de una memoria a corto
plazo a una de largo mediante sintesis proteica.

o Evocacion. Proceso de traer el recuerdo.

o Reconsolidacion. Proceso dinamico de asimilar experiencias
previas al mismo tiempo que son evocadas {Squire L. R. 2004},
{Kesner R. P. & Rogers J. 2004}, también requiere de sintesis

proteica.

1.1.4. Memoria gustativa.

Los animales tienen la capacidad para discriminar entre una posible
fuente energética de una que no lo sea o incluso de un agente toxico. Esté
caracter es ampliamente conservado y se presenta tanto en invertebrados
como vertebrados; por lo que se considera que surgié hace S00 millones de
anos {Bures, J., Bermudez-Rattoni F. & Yamamoto T., 1998}, en el periodo
Ediacarinico (Precambrico, Proterozoico tardio); practicamente en la primera
radiacion de los Metazoarios {Brusca R. C. & Brusca G. J., 2005}.

Este tipo de conducta es conocida como neofobia o mejor dicho
hiponeofagia (bajo consumo de sabores nuevos). Dicha capacidad innata
consiste en el reconocimiento de las caracteristicas fisicas y quimicas de los
nuevos posibles nutrimentos a partir de un consumo moderado en las

primeras ocasiones y si esto no tiene repercusion alguna y tiene buen sabor
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(entre otras caracteristicas fisicas), sera recordado como un alimento

apetecible y su consumo sera incrementado en subsecuentes presentaciones.
Por el contrario, si el alimento provoca molestias gastricas o algun

sintoma de intoxicacion, desarrollara en el sistema neuronal una aversion a

ese sabor, como se puede observar en la figura 2.
1.1.4.1. Memoria gustativa aversiva.

La memoria gustativa aversiva fue descrita por John Garcia y
colaboradores en 1955 f{resumido por Bures, J., Bermudez-Rattoni F. &
Yamamoto T., 1998}. Consiste en el cambio del valor hedénico? (emocional)
positivo de un sabor apetecible (estimulo condicionado) a uno negativo
(repugnante o aversivo) a partir del malestar gastrico o sistémico (estimulo
incondicionado) que este produzca una vez deglutido {de la Torre-Vacas L &
Agliero-Zapata A., 2006}. De tal forma que hay una asociacion entre el
estimulo condicionado con el incondicionado. A esto se le conoce también
como condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) {Bures, J., Bermudez-
Rattoni F. & Yamamoto T., 1998}. El grado de aversion es mayor cuando el
malestar se manifiesta unos minutos u horas (1 a menos de 24h) después de
la ingestion y conforme va aumentando el lapso de tiempo entre ambos
factores, el grado de asociacion disminuye y por ende el reconocimiento de las
caracteristicas toxicas del alimento {Nachman M. & Jones D. R., 1974},
{Gutiérrez R, et al. 2003a}. Lo cual sugiere que la informacion gustativa
permanece un tiempo relativamente largo en la memoria a corto plazo, hasta
que se reintegra con la informacion visceral proveniente del nervio vago y via
hematica, que permitira registrar al estimulo gustativo nuevo como uno
familiar benéfico, perjudicial o neutro {Bures, J., Bermudez-Rattoni F. &

Yamamoto T., 1998}.

% Valor hedénico. Cambio de las caracteristicas inherentes del estimulo gustativo, agradable o desagradable que
determinara la respuesta conductual del animal.
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1.1.4.2. Memoria gustativa apetecible.

Paradigma conductual descrito por Siegel 1974 y Domjan, 1977.
Observaron que los animales al presentarseles un alimento que nunca antes
habian probado que en principio puede o no ser apetecible y dependiendo de
los beneficios que aporte, tales como caracteristicas nutrientes, organolépticas
apetecibles, sensaciones agradables y/o ausencia de malestar provocado por
su ingestion. El animal le otorga un valor hedoénico positivo, reconociéndolo
como apetecible (agradable o seguro). De forma experimental esto se observa
como un incremento en su ingesta en subsecuentes exposiciones. A este
fenomeno se le denomina atenuacion de la neofobia (AN) {Bures, J., Bermudez-
Rattoni F. & Yamamoto T., 1998}, {Gutiérrez R, et al. 2003a}. En condiciones
controladas en laboratorio, se ha observado que para el reconocimiento de un
sabor nuevo como apetecible, a diferencia del largo lapso de tiempo de la
memoria aversiva a los sabores, en esta se registra en menos de 6 horas de
haberlo probado por vez primera {Nachman M. & Jones D. R., 1974},
{Gutiérrez R, et al. 2003a}.

200
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10T~~~/ ~"~"~"~"~"~"~""7T0T"T"@& """~~~
80
60
40— ® Sabor aversivo
20 ® Sabor apetecible
0= | 1 i 1 | T
Linea Base 1 2 3 4 5 6 7
Adgquisicion Prueba
Figura 2. . Condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) vs Atenuacion de la Neofobia (AN).
Se presenta el porcentaje de consumo de un sabor novedoso con respecto al consumo normal de agua.
La grafica muestra un decremento de la ingesta durante la primera exposicion del sabor nuevo y
posteriormente, si el sabor tiene repercusiones gastricas hay una disminucién del consumo, pero si no
produce ninglin malestar, en el dia de la prueba incrementa la ingesta y conforme se va volviendo

familiar tiende a extinguirse la conducta hasta obtener valores parecidos al consumo de agua. Imagen
perteneciente a la referencia “Bermadez-Rattoni F. 2004a”

Porcentaje de Linea base
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Ambas tareas conductuales han sido de gran utilidad para conocer
algunos de los mecanismos de la memoria debido a que se conocen las vias de

ascenso y descenso de la informacion gustativa y visceral.

1.1.5. Sistema Gustativo (Sistema Nervioso Periférico).

1.1.5.1. Botones Gustativos en mamiferos.

Los botones gustativos, como se muestra en la figura 3, son conjuntos
de células con receptores quimiosensoriales protegidas por células de soporte
embebidas en un epitelio multilaminar o estratificado. Estas registran la
cualidad y concentracion del alimento. Se originan en el ectodermo o
endodermo del epitelio local de la cavidad orofaringea {Northcutt R. G. 2004}, y
estan constituidas por las siguientes células:

Estan constituidas por cuatro tipos diferentes de células.

Figura 3. Botén gustativo.

1) Poro gustativo

2) Epitelio de la lengua

3) Célula gustativa intermedia (tipo )
4) Célula gustativa clara (tipo Il)

5) Célula oscura (tipo 1)

6) Célula sustentacular

7) Célula basal (tipo IV)

8) Sinapsis de la fibra gustativa

9) Aferencia de la fibra gustativa

Tomada de la referencia “Csillag A. (2005)”
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o Las células tipo I o células oscuras por su gran afinidad a
tinciones basofilicas, son alargadas, angostas y extendidas desde la base del
boton hasta el apice del poro gustativo. Tienen una funcion secretora de una
sustancia amorfa encontrada en los poros gustativos. También puede
funcionar como célula de aislamiento y nutricion y como fagocito {Simon S. A.
& Roper S. D. 1993}. En algunos casos pueden tener contactos sinapticos y
por tanto funcionar como células sensoriales secundarias.

o Las células tipo II o células claras por su poca o nula afinidad a
tinciones basofilicas y tipo III o intermedias. Ambos grupos celulares son
alongados y se extienden por la base del boton al poro gustativo, tienen
contactos sinapticos con fibras nerviosas, presentan microvellosidades en la
region apical del poro, en estas microvellosidades se encuentran los receptores
quimiosensoriales.

o Las células tipo IV o basales, son ovaladas o planas, se localizan
en la base del boton en la lamina basal que separa el epitelio de la lamina
subyacente. Se consideran como las células precursoras de los otros tipos
celulares. En algunos vertebrados estas tienen protuberancias que se
extienden hasta el plexo de aferencias nerviosas y es posible que tengan una
participacion como interneuronas.

Los botones estan protegidos por células marginales, células epiteliales
periféricas y se encuentran en la cavidad oral, distribuidas libremente en el
epitelio, con excepcion de la lengua, donde estan mantenidas en papilas
{Csillag A., 2005}.

Las papilas por su morfologia se dividen en papilas filiformes (Gnicas
que no presentan botones gustativos), fungiformes, foliadas y circunvaladas,
ver figura 4.

Las papilas filiformes se hallan en la region dorsal, fungiformes las dos
terceras partes antero-lateral de la lengua, las foliadas en la region postero-
lateral de la lengua y las circunvaladas estan situadas en la parte posterior

dorsal de la lengua.
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\Papila Circunvalay
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Nervio

Papila Fungiforme Papila Foliada Papila Circunvalada

Figura 4. Papilas gustativas

El esquema muestra las papilas gustativas y su organizacion en la lengua de rata y humano. A) Lengua de
raton parte oral y faringea y la eminencia intermolar de la lengua. B) Lengua de humano. C) Papila
fungiforme. D) Papila foliada. E) Papila circunvalada. Imagen reproducida de la referencia “Jung HS, Akita
K & Kim JY. 2004".

1.1.5.2. Receptores del sabor.

Hasta ahora, por lo menos se conocen tres tipos de receptores
especificos del sabor asociados a proteinas G y tienen una localizacion
diferencial en las papilas gustativas. También se encuentran canales ionicos
que pueden enviar informacion de sabores salados y acidos.

Entre los receptores asociados a proteinas G, estan los receptores
gustativos tipo T1Rs (por sus siglas en ingles), se encuentran principalmente

en papilas fungiformes frontales de la lengua y paladar (son sensibles a calcio
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y a feromonas); Los receptores T1R2, se encuentran principalmente en la
region trasera y debajo de la lengua, en papilas foliadas y circunvaladas; Y los
T1R3 se distribuyen en todas las papilas gustativas.
Los receptores son heterodiméricos y se expresan de la siguiente forma:
» T1R1+T1R3 Responden a L-aminoacidos, umami y a distintos
sabores encontrados en la carne.
» T1R2+T1R3 Son necesarios para la discriminacion de sabores
dulces tanto naturales como artificiales.

> TI1R3+T1R3 Detectan sabores dulces.

Existen otros receptores denominados T2R que tienen mas de 30
variedades de receptores y cuya peculiaridad es detectar los sabores amargos.

Dependiendo de la coexistencia de dos o mas formas genéticas de
receptores en una misma célula gustativa provocara una apreciacion distinta
de las caracteristicas de los alimentos {James P. 2004}.

La informacion de sabores salados es transmitida por canales i6nicos de
sodio, denominados canales de sodio epitelial (ENaC) {Stuart A. et al. 1998} y
dependiendo del tipo de sal, pueden percibirse como salado, amargo, metalico
o astringente {Simon SA, et al., 2006}. De igual modo, los sabores acidos son
detectados por canales id6nicos llamados receptores potenciales transitorios
(TRP, por sus siglas en ingles) {Simon SA, et al., 2006}.

Estas senales son transportadas de la region orofacial al cerebro a

través de los siguientes pares de nervios craneales.
1.1.5.3. Pares de Nervios Craneales.

Los nervios craneales involucrados en la deteccion del sabor terminan
en el Nucleo del Tracto Solitario.
Estos son:
e El nervio facial (VII) ramificacion Cuerda del timpano e
intermediario de Wrisberg.
e Nervio trigémino (V) rama lingual-tonsilar y rama Petroso mayor

superficial.
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o Nervio glosofaringeo (IX)

o Nervio vago (X), ramificacion nervio laringeo superior.

La informacion gustativa llega al nervio facial a partir de las
ramificaciones de la Cuerda del timpano a través del ganglio 6tico del nervio
petroso mayor superficial y del nervio lingual (perteneciente a la tercera
division del nervio trigémino) inervan a las papilas fungiformes de la region
rostral (2/3 partes) de la lengua {Saper C. B. 2002}.

El nervio facial por medio de la rama petroso mayor superficial a través
del ganglio pterigopalatino inerva pequenas subpoblaciones de botones
gustativos de la pared bucal, 6rgano sublingual y algunas papilas foliadas.
{Sydney A. et al. 1993}, {Paxinos G. & Watson C. 1995}.

El Nervio Glosofaringeo, cuyos cuerpos neuronales se encuentran en el
ganglio geniculado, inerva también a la parte posterior de la lengua y parte de
la region orofaringea teniendo contacto con la mayoria de los receptores
gustativos de las papilas foliadas y a todas las circunvaladas. Este nervio
termina en la parte mas caudal de la region rostral y medial del Nervio del
Tracto Solitario (NTS) {Paxinos G. & Watson C. 1995} extendiéndose al area
postrema {Bures, J. et al. 1998}.

También existen poblaciones de botones gustativos en el paladar duro y
suave, faringe y laringe. Los receptores localizados en la faringe y laringe son
inervados por axones de la rama del nervio vago laringeo superior; en tanto, el
paladar duro, suave y la parte anterior del la lengua son inervados por la rama
del nervio facial, nervio intermediario de Wrisberg que tiene sus cuerpos
neuronales también en el ganglio geniculado {Paxinos G. & Watson C. 1995}.
La rama de la laringe superior del nervio vago finaliza en la region caudal del
NTS superponiéndose con los axones provenientes de la parte caudal de la
lengua; en tanto, el intermediario de Wrisberg termina densamente en la

region rostral del NTS {Paxinos G. & Watson C. 1995}, {Cliffor B. Saper, 2002}.
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1.1.6. Sistema Gustativo (Sistema Nervioso Central).

La informacion gustativa viaja del NTS al Nucleo Parabraquial (NPB)
region gustativa o Waist, el cual es considerado como la primera estructura
cerebral donde se lleva a cabo la interaccion entre el estimulo gustativo y el
visceral. Este nucleo transporta la informacion por dos rutas, por el sistema
talamico y por el limbico. Por el primero, manda la senal al nucleo talamico
ventroposteromedial region parvicellular (talamo gustativo) y al nucleo
parasubtalamico que a su vez la transporta a la CI. Por el sistema limbico
proyecta a la amigdala central (ACe) que tiene intercomunicacion con la ABL y
se conectan con la region disgranular de CI, quien manda proyecciones a la
corteza orbitofrontal, considerada como la corteza gustativa secundaria (ver
figura 5). Para mayor informacion, favor de revisar el apéndice I, de vias

gustativas.

1.1.7. Via del procesamiento de la informacién visceral.

El1 SNC obtiene informacion visceral a través de dos rutas: por medio del
nervio vago y por via hematica; la primera, tiene proyecciones al NTS; la
segunda al area postrema, que a su vez proyecta para NTS y para NPB. E1 NTS
manda la informacion visceral al NPB, al sistema limbico (amigdala) y al
hipotalamo medial region parvicellular y lateral paraventricular. E1 NPB envia
también a dichas regiones del hipotalamo y al talamo ventro-postero lateral
region parvicellular o talamo visceral y a la ACe, quien tiene comunicacion
retroactiva con ABL y estas directa o indirectamente embocan sus axones a la
region agranular de la CI {Paxinos G. & Watson C., 1995}. Para una
descripcion mas detallada de la via visceral, se recomienda revisar el apéndice

II, de via visceral del presente trabajo y ver la figura 5.
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Via Gustativa

Via Visceral

VPLpa

Cl
Ale
BLA

VPMpe
PSTh
NTS caudal
NPB Waist
] AP
Ll .’-’»:ﬁ!i W T
e T, e — WTS caudal
SET
NTS rostrel Via hemitica Nervio vago (X)
NTS medial
NTS caudal

Figura 5. Vias del Procesamiento de Informacion Gustativa y Visceral.

NTS, nucleo del tracto solitario; NPB, niicleo parabraquial; PSTh, nilicleo parasubtalamico; VPMpc, tilamo
ventroposteromedial parvicellular, ABL, amigdala basolateral; ACe, amigdala central; Cl, corteza insular;
Zl, zona inserta; VPLpa, tdlamo ventroposterolateral parvicellular, AP, area postrema. Las lineas
punteadas muestran la entrada de la informacién al sistema nervioso central.

1.2. Neurotransmisores y receptores involucrados en la

memoria gustativa.

Investigaciones recientes muestran que algunos neurotransmisores

estan ampliamente involucrados en la memoria gustativa. Dos de ellos son la

Acetilcolina (ACh) y el Glutamato.
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1.2.1. Acetilcolina.

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor ampliamente estudiado,
cuya participacion es crucial en la conducta animal, puesto que esta
involucrado en procesos fisiologicos como la locomocién, nocicepcion,
atencion, ansiedad, sueno, adiccion, aprendizaje y memoria {Kandel E. R.,
Schwartz J. H. & Jessell T. M., 1991}, {Siegel G. J. 1994}. En la memoria
gustativa, la liberacion de acetilcolina en corteza cerebral proveniente del
nucleo Basalis Magnocellularis (NBM), tienen un papel crucial,
particularmente durante la deteccion del estimulo novedoso y por ende en la
formacion de la memoria gustativa (cuando se libera en CI), mas no en la
evocacion de la misma {Miranda M. I. & Bermudez-Rattoni F. 1999}. Se ha
observado que ante la deteccion de un nuevo sabor, hay liberacion de ACh en
Cl y conforme se hace familiar dicho sabor, disminuye la liberacion del
neurotransmisor {Miranda M. I. et al. 2000}.

La ACh presenta dos tipos de receptores, los muscarinicos y los
nicotinicos; en el SNC se encuentran los siguientes receptores nicotinicos:
ow—oap y los Ba—Ps {Siegel G. J. 1994} que pueden formar diferentes
combinaciones y los asa ajopueden formar homomeros. Dichos receptores
tienen amplia distribucion en el cerebro, sin embargo el que se encuentra con
mayor abundancia en estructuras que son parte de la via gustativo — visceral
son los heteromeros o4/B,en tallo cerebral, amigdala, via talamo — cortical y
corteza cerebral y a4/B./0s/P3 en area ventral tegmental (VTA) y nucleo
acumbens {Siegel G. J. 1994}.

Estudios realizados por Laviolette & van der Kooy muestran que
microinfusiones de nicotina en VTA pueden producir tanto aversion, como
preferencia a un lugar segin la concentracion. A baja concentracion produce
aversion, mientras que a una concentracion alta producen lo contrario.
{Laviolette S. R. & van der Kooy D. 2004}. En amigdala, el bloqueo a los
receptores nicotinicos con mecamilamina (un antagonista especifico para estos

receptores), evita el aprendizaje de tareas implicadas en la memoria de
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referencia, como es el caso de la prevencion pasiva, lo que sugiere que

receptores nicotinicos en amigdala pueden ser moduladores de esta memoria.

Los receptores muscarinicos de acuerdo a su homologia en la secuencia
de aminoacidos se clasifican en M1 — Ms. Los receptores M1, M3 y Ms estan
acoplados a proteinas Gg/11 que activan la hidrolisis de fosfoinositidos y la
movilizacion de calcio; los My y M4 estan acopladas con proteinas Gi/o por
tanto disminuyen la actividad de la enzima adenilato ciclasa {resumido por
Hornigold DC. et al. 2003}.

Los receptores muscarinicos tienen una localizacion diferencial en las
neuronas, en las terminaciones presinapticas se encuentran los receptores Mo
y M4 que fungen como autorreceptores y controlan la liberacion de ACh, en
tanto, los M1, M3 y Ms se localizan en la postsinapsis {resumido por Porter A.
C. et al. 2002}. Estudios realizados por Ramirez-Lugo y colaboradores en 2003,
muestran que los receptores muscarinicos postsinapticos son importantes
para la adquisicion del CAS en CI. El bloqueo de estos receptores con
pirenzepina (antagonista selectivo para M: y M3), o escopolamina (antagonista
muscarinico inespecifico) durante la adquisicion del CAS, abaten el
aprendizaje; por el contrario cuando se microinyectan el dia de la prueba no
producen efecto alguno en la evocacion de esta tarea {Ramirez-Lugo L. et al
2003}.

Con respecto a la accion de los receptores muscarinicos presinapticos, la
microinyeccion en CI del antagonista especifico para M2 (AFDX-116) no altera
la conducta aun cuando incrementa la liberacion de ACh en dicha corteza
{Ramirez-Lugo L. et al. 2003}. Los receptores muscarinicos estan implicados en
procesos de memoria gustativo-aversiva tanto a corto como a largo plazo;
Ferreira y colaboradores demuestran esto en el ano 2002 que al microinyectar
escopolamina en CI, antes de la presentacion del estimulo novedoso e
inmediatamente después del mismo. Ello abate la formacion del CAS en el
primer caso, pero no cuando se inyecta inmediatamente después {Ferreira G.

et al. 2002}.
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Para la memoria gustativa apetecible (atenuacion de la neofobia), los
receptores muscarinicos son esenciales tanto para la adquisicion como para la
consolidacion de esta tarea. Gutiérrez y colaboradores demuestran que el
bloqueo sobre los receptores muscarinicos con escopolamina en CI antes o
inmediatamente después de la presentacion del sabor novedoso, evita la
atenuacion de la neofobia, pero deja intacta la deteccion del sabor y no altera
la capacidad del organismo de ingestion {Gutiérrez R et al. 2003a}. Por lo
tanto, cuando se le vuelve a presentar el alimento (en un intervalo de O a 3
dias), el animal consume poco como si fuera la primera vez que lo prueba; es
decir, afecta la consolidacion de la memoria.

Cabe destacar que los receptores muscarinicos ante un estimulo
gustativo novedoso en CI activan a la proteina cinasa C (PKC) que a su vez
fosforila a la cinasa de respuesta extracelular (ERK 1/2) {Berman DE, et al.,
1998}. ERK 1/2 activa a la proteina de union de respuesta del AMPc (CREB
por sus siglas en ingles) posibilitando la sintesis protéica para la formacion de
la memoria gustativa a largo plazo {resumido por Bermudez-Rattoni F. 2004}.
En la figura 6 se observa la via de senales intracelulares acaecida en las

neuronas de CI, provocada por estimulacion ante un sabor nuevo.
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Figura 6. Integracién de la memoria gustativa en corteza insular (Cl).

La memoria gustativa apetecible es inducida por la liberacidn de acetilcolina proveniente del ntcleo basal
magnocellular (NBM) a Cl. La activacion de los receptores muscarinicos produce fosforilacién de la
subunidad NR2B del receptor NMDA que decae cuando el sabor se vuelve familiar. Los receptores
muscarinicos producen una cascada de sefiales intracelulares que finaliza en la sintesis proteica y con
ello la formacién de la memoria gustativa apetecible a largo plazo (MLP). La informacién visceral arriba a
la Cl por medio de la liberacién de glutamato en ABL y en la misma corteza proveniente de ABL, una vez
presentado el estimulo incondicionado. La fosforilacion de NR2B facilita la respuesta del estimulo
aversivo y modifica de una memoria gustativa apetecible a una aversiva. Imagen modificada de la
referencia: “Bermidez—Rattoni F. 2004a".

1.2.2. Serotonina.

Las células serotoninérgicas se encuentran en la linea media del tallo
cerebral, principalmente en el nucleo de Raphe, que tiene proyecciones
practicamente a todo el cerebro, de las cuales las fibras ascendentes dorsal y
medial llevan la informacion a la neocorteza, a la region lateral de la corteza

frontal y a la amigdala {Brailowsky S., 2002}.
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Se sabe que las familias de receptores serotoninérgicos 5-HT: y 5-HT>
modifican la conducta de ingesta. Los 5-HTic y los 5-HTis incrementan el
estado de saciedad en ratas, mientras que los 5-HT2a producen hipofagia
{Kitchener SJ & Dourish CT, 1994}. El equipo de De Vry en el ano 2000
publico un estudio realizados en ratas bajo un modelo de CAS donde
corrobora que la inhibicibn de 5-HTi,2 mediante varios antagonistas
serotoninérgicos, de los cuales resalta la accion del farmaco 1-[2,5-dimetoxI-4-
iodofenil|-2-aminopropano (DOI), antagonista para 5-HToasac, inyectados
intraperito (ip) posterior al consumo del sabor nuevo, producen aversion a
dicho sabor; posiblemente porque inducen malestar a partir de la activacion
de mecanismos eméticos. {De Vry J, et al, 2000}. Mientras que el uso
sistémico de agonistas serotoninérgicos 5-HTia atentian el CAS y este ultimo,
puede ser provocado por inhibidores de la oxido nitrico sintasa, que fungen
como estimulo aversivo {Wegener G. et al, 2001}. Sin embargo, en otros
laboratorios encuentran que antagonistas serotoninérgicos ip, bloquean el
CAS {Gorzalka B, et al,, 2003}. Investigaciones realizadas con microdialisis en
NPB revelan que los niveles de S5-HT extracelular en esta estructura,
aumentan considerablemente después de la estimulacion con un sabor
novedoso, es decir este neurotransmisor esta involucrado en el procesamiento
del estimulo gustativo novedoso y posiblemente esté implicado en la regulacion
de la ansiedad puesto que también se incrementan los niveles de liberacion
después de inducir dolor abdominal, pero no cuando se parean los dos

estimulos {Zach P, Krivanek J, Vales K., 2006}.

1.2.3. Catecolaminas

Investigaciones recientes muestran que los receptores de noradrenalina,
adrenalina y dopamina estan involucrados en la formacion y consolidacion de
varios tipos de memoria. Cuando se microinyectan los agonistas de
norepinefrina o de receptores f-adrenérgicos en ABL, se mejora la
consolidacion de varias tareas mnemonicas como inhibicion latente {Ferry B.

& McGaugh JL. 1999} y tareas espaciales {Hatfield T. & McGaugh JL. 1999};
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en tanto, si son inhibidos los receptores [-adrenérgicos, repercute
negativamente en la consolidacion de dichas memorias.

Con respecto a la memoria gustativa, la noradrenalina en ABL es
necesaria para el aprendizaje del CAS {resumido por Yamamoto T. et al.,
1998}; en particular, los receptores pB-adrenérgicos son necesarios durante la
asociacion entre el estimulo gustativo con el visceral y en la consolidacion del
CAS, ello se observa al microinyectar un antagonista de los receptores [-
adrenérgicos, propanolol, de forma bilateral a una concentracion de 1nug/0.2ul
{Miranda MI, et al.,, 2003}. Mientras que en CI, Berman y colaboradores,
encuentran un significativo abatimiento en la adquisicion memoria gustativa
cuando se microinyecta propanolol a una concentracion alta (20pug/1ul) en CI
durante el CAS y la inhibicion latente (20 minutos antes de la presentacion del
sabor novedoso en ambos) {Berman et al, 2000}; No obstante, a bajas
concentraciones (2.5 pg/1ul), cinco minutos previos a la primer exposicion del
estimulo gustativo novedoso, Miranda y colaboradores, no registran afectacion
alguna en el desempeno del CAS en esta misma estructura {Miranda MI, et al.,
2008}. Con respecto a la AN, el propanolol microinyectado tanto en ABL como

en CI a dosis baja impide el desarrollo de la tarea {Miranda MI, et al., 2008}.

1.24. Dopamina

El sistema dopaminérgico mesolimbico se activa ante un estimulo de
recompensa como es el caso de saborear un alimento grato, sin embargo,
estudios recientes muestran que los receptores dopaminérgicos estan mas
involucrados en el estado de anticipacion o expectacion ante un alimento, que
en la palatabilidad del mismo {Barbano MF & Cador M. 2007}. Investigaciones
realizadas por el grupo de Zito y colaboradores en 1988, muestran que el CAS
es abatido cuando se eliminan las células dopaminérgicas en CI mediante el
uso de 6 hidroxidopamina (6-OHDA) o cuando son inhibidas por el bloqueador
a-flupenthixol {Zito KA, et al, 1988}. De igual forma, cuando se inhiben
temporalmente los receptores D1/DS5 con el antagonista R(1)-7-chloro-8-hidroxi-

3-metil-1-fenil-2,3,4, 5-tetrahidro- 1 H-3-benzazepina  hidrochloride (SCH) 20
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minutos antes de la presentacion del sabor nuevo, se bloquea el CAS asi como
la inhibicion latente, un tipo de aprendizaje en el cual un sabor novedoso
apetecible se vuelve aversivo en subsecuentes presentaciones {Berman DE, et
al., 2000}. En contraste, el grupo de Fenu, encuentra en la region laminar del
nucleo accumbens, que la inhibicion especifica de los receptores D1 durante la
asociacion de un estimulo gustativo novedoso (estimulo condicionado) y
malestar gastrico (estimulo incondicionado) irrumpe la formacion del CAS
{Fenu S, Bassareo V & Di Chiara G. 2001}. Lo que sugiere que estos receptores
son importantes tanto para la adquisicion y asociacion de la memoria aversiva

y la adquisicion de la memoria incidental (inhibicion latente).

1.2.5. GABA

Se sabe que los neurotransmisores inhibitorios como GABA, tienen una
participacion importante en el CAS. La inhibicion de GABAa por medio de un
antagonista benzodiazepina (midazolam) en ABL, produce alteraciones
reversibles en la evocacion de la memoria {Yasoshima Y, Yamamoto T &
Kobayashi K. 2005}. También afecta la extincion de dicha tarea al tratarse con
muscimol, otro agonista GABAergicoa,c en la amigdala {Akirav I., 2007}. En CI
el mismo antagonista perturba tanto la adquisicion como la evocacion del CAS
y la formacion de la inhibicion latente {Berman et al., 2000}. Mientras que los
receptores GABAg se han encontrado que estan involucrados en diferentes
fases del CAS. Los GABAB (1a) en la adquisicion y los GABAB (1r) durante la

extincion de la memoria {Jacobson LH, et al., 2006}.

1.3. Glutamato.

El glutamato es un aminoacido de vital importancia en todos los
organismos, puesto que es parte esencial de las proteinas, participa en la
mayoria de las vias metabdlicas e incluso funge como neurotransmisor

excitador en el SNC.
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Dicho aminoacido se ha considerado como el principal neurotransmisor
excitador en el cerebro, prioritariamente en mamiferos y tiene un papel muy
importante en procesos de plasticidad neuronal y en diferentes eventos de
adquisicion, consolidacion y evocacion de la memoria.

Los receptores glutamatérgicos se clasifican en ionotropicos (forman
canales ionicos) y metabotropicos, receptores transmembranales asociados a
proteinas cuya conformacion heterotrimérica se disocia por cambio de GDP a

GTP (proteina G).

1.3.1. Receptores ionotréopicos de glutamato.

Los receptores ionotropicos como su nombre lo indica, son canales i6nicos.
Tienen una historia evolutiva muy amplia, puesto que comparten homologia
con secuencias de transportadores de amino acidos periplasmaticos
bacteriales y con transportadores de péptidos en plantas que son sensibles al
glutamato y que estan involucrados en la respuesta fotica {Lam H. M. et al,
1998;.

Estos receptores son de transmision rapida, se dividen en tres tipos de
acuerdo a sus caracteristicas farmacologicas, electrofisiologicas y

estructurales {Riedel G., Platt B. & Micheau J., 2003}.

o Receptores al dcido propionico a-amino-3 hidroxi-5 metil-4isoxazol
(AMPA)
o Receptores a Kainato (KA)

o Receptores a N-metil-D-aspartato (NMDA).
1.3.1.1. Receptores AMPA.

Los receptores AMPA (GluR1, GluR2, GluR3 y GluR4) estan compuestos
de 889 aminoacidos y pueden ser homodimeros o heterodimeros. Se
encuentran asociados con canales cationicos permeables a Na* y K*. Tienen
una baja afinidad al glutamato, pero una respuesta rapida en la postsinapsis

al interactuar con este {Riedel G., Platt B. & Micheau J., 2003}.
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Se encuentran asociados con canales cationicos de baja conductancia
(menores de 20 pS) y tienen rapido detrimento de sensibilidad {Kandel E. R.
1991}, {Riedel G., Platt B. & Micheau J., 2003}. Estos receptores estan
involucrados en plasticidad sinaptica y regulacion de receptores NMDA.

En cuanto a procesos mnemonicos los receptores AMPA incrementan la
magnitud de la corriente provocada por los receptores de NMDA que producen
potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas en ingles) en hipocampo
{Staubli U, Rogers G. & Lynch G. 1994}; que es un modelo de plasticidad
neuronal, cuyos mecanismos estan relacionado con la formacion de la
memoria. En el hipocampo, los receptores AMPA/KA tiene un papel
importante en la consolidacion de la memoria de tareas no asociativas como
habituacion a un ambiente nuevo {Vianna M.R. et al. 2000}, asi como en
aversivas, tal es el caso de inhibicion latente y en la evocacion de memorias
espaciales como el laberinto de agua {Riedel G., Platt B. & Micheau J., 2003}.
Con respecto a la memoria gustativa, estos receptores fungen un papel
importante en CI tanto en la adquisicion como en la evocacion de la memoria
aversiva al sabor {Berman D. E. et al. 2000} y en ABL durante la asociacion del
estimulo gustativo con el malestar gastrico y en la evocacion {resumido por

Yamamoto T. et al., 1998}, {Yasoshima Y, Yamamoto T & Kobayashi K. 2005}.
1.3.1.2. Receptores a Kainato.

Los receptores a kainato (KA) denominados GluRS, GluR6 y GluR7 son
homomeéricos y estan asociados con canales de Na* y K* de baja conductancia;
mientras que los receptores KA1-KA2 son de alta afinidad. Los receptores al
kainato son muy parecidos a los AMPA tanto en sus respuestas farmacologicas
como fisiologicas, por ende casi no hay literatura que distinga uno de los

otros.
1.3.1.3. Receptores NMDA

Los receptores de NMDA controlan canales cationicos de alta
conductancia (40-50pS) son permeables a Ca2*, Na* y K*, {Kandel E. 1991},
{Riedel G., Platt B. & Micheau J., 2003} se encuentran constituidos por las
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subunidades NR1, NR2A-D y NR3A-B que forman una estructura pentamérica
{Cull-Candy S. et al. 2001}, {Riedel G., Platt B. & Micheau J., 2003}. En estado
inactivo el receptor se encuentra bloqueado por un i6n Mg* el cual es removido
por la despolarizacion de la membrana celular para dar paso al flujo de iones
por la activacion previa de los receptores AMPA /KA aunado a la activacion del
receptor de NMDA {Cain DP., 1997}.

Los receptores de NMDA son de gran importancia en el desarrollo,
mantenimiento y plasticidad del SNC y en distintas fases de la formacion de la
memoria de casi cualquier tipo de proceso cognoscitivo y mnemonico. Su
bloqueo en hipocampo con el antagonista dcido 2-amino-5-fosfonovalerico (AP-
V) {Davis S., Butcher S. P. & Morris R. G. M., 1992} y en CI con antagonistas
competitivos como (-3(-2 carboxipiperazina-4-il) propil-1-dcido fosfonoico) (CPP)
y dizolcilpina malato (MK-801) {Escobar M. L., Alcocer I. & Chao V. 1998},
abaten el LTP in vivo y se evita tanto la adquisicion y consolidacion del
aprendizaje espacial en el laberinto de agua {Davis S., Butcher S. P. & Morris
R. G. M., 1992}, {Gutiérrez H, et al., 1999} como del CAS {Gutiérrez H. et al.,
1999}, {Escobar M. L., Alcocer I. & Chao V. 1998}. Asi como también cuando se
micro inyecta AP-V en CI {Ferreira G. et al. 2002}.

Durante la estimulacion ante un sabor novedoso, se ha visto que en CI
se fosforila la subunidad NR2B {Rosenblum K. et al.,, 1997} que permite al
canal, el influjo de mas Ca?* al interior de la célula, lo cual actua
sinérgicamente con la activacion de los receptores muscarinicos que actuan en
ERK para provocar una cascada de senales durante la formacion de la
memoria gustativa para la consolidacion a largo plazo de la misma {Berman
DE, et al., 1998} (ver figura 6).

Los receptores tipo NMDA son de crucial importancia para el
procesamiento del estimulo aversivo, puesto que se ha observado una
significativa liberacion de glutamato tanto en amigdala como en CI durante la
exposicion al estimulo visceral {Miranda MI. et al.,, 2002} cuyo mecanismo es
sugerentemente mediada por los receptores NMDA {Bermudez-Rattoni F. et al.

2004}
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Estudios realizados muestran que alteraciones en la liberacion de
glutamato pueden causar o estar involucradas en patologias tales como corea
de Huntington, Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica, demencia por HIV y
Alzheimer, entre otras. Sin embargo cuando se impide el funcionamiento de
los receptores NMDA con antagonistas no competitivos, se pueden atenuar

esas afecciones {Stefan B. et al. 2003}.

1.3.2. Receptores metabotréopicos de glutamato.

Los receptores metabotropicos (metaballein, cambiar + trope giro), a
diferencia de los ionotrépicos, no activan directamente a los canales i6nicos,
sino a proteinas G que son proteinas intramembranales {Demetrios K. et al
2003} que a su vez activan o inactivan la formacion de segundos mensajeros
que originan cascadas de senales necesarias para la regulacion de la expresion
genética y orquestacion de la plasticidad de las redes neuronales. Su forma de
accion es mas lenta con respecto a la ionotropica, pero es mas especifica o
modulatoria.

Los receptores metabotropicos de glutamato, a pesar de tener gran
relevancia en  mecanismos de neuromodulacion, neuroproteccion,
participacion en procesos de plasticidad sinaptica y formacion de la memoria,
han sido poco estudiados.

Dichos receptores se dividen en tres grupos dependiendo de sus
caracteristicas farmacologicas, en cuanto a homologia de secuencias y
activacion de vias de senales: Receptores metabotropicos de glutamato tipo I,

II y III {Block F. & Kosinski CM., 2001}, como se observa en la figura 7.
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Receptores Glutamatergicos

Ionotrlopicos Metabo’fropicos
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NR1A GlutR 1-4 GlutR 5-7 mGIutR1 mGIutR 2 mGlutR 4
NR2 A-D KA 1-2 mGIutR5 mGIutR3 mGIutR 6-8

ATP AMPc
Pl '@z DAG
IP,
Transmision rapida Transmisién lenta

Figura 7. Clasificacién de los receptores glutamatérgicos

Los ionotrépicos son de respuesta rapida ante la presencia del glutamato. AMPA y Kainato se encuentran
asociados con canales de Na+ y K+. Mientras que los receptores NMDA son permeables a Ca2+, Na+ y K+,
Este canal esta bloqueado por un ién Mg+ cuando esta inactivo, mas al despolarizase la membrana o por
unién de aspartato o glutamato, este es removido permitiendo el flujo de iones. Por otro lado los
receptores de glutamato adosados a proteinas G son de transmisién lenta en comparacién con los
ionotrépicos y desencadenan una serie de cascadas moleculares. Los mGIuR | activan la proteina
fosfolipasa C (PLC) que incrementa la concentracién de diacilglicerol (DAG) y esta a su vez a la proteina
cinasa C (PKC) e incrementa la concentracion de Ca2+ en la célula, a través de la formacion de inositol
trifosfato (IP3s). Mientras que la activacién de mGIuR Il y Ill inhiben la adenosina ciclasa (AC) y disminuye
la concentracién de adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Imagen modificada de “Block F. & Kosinski
CM. 2001".

Los receptores metabotropicos de glutamato tienen una distribucion
diferencial en la terminal sinaptica, asi como en la localizacion en el SNC,
como lo muestra tabla 1.

37



Tabla 1. Cuadro comparativo de los receptores metabotréopicos de glutamato.

Receptor | Proteina Modulacién intracelular Localizacion
G
Grupo [
mGluR 1 |Excitadota| PLC? IP3 + DAG—PKC | Mayoritariamente en postsinapsis
Gy + —Ca*" glutamatérgica. Amplia
distribucion con mayor abundancia
en cerebelo.
mGIuR 5 |Excitadota| PLC? IP3 + DAG—PKC | Mayoritariamente en postsinapsis
Gy + —Ca*" glutamatérgica y en glia. Muy
expresado en cerebro anterior
Grupo II
mGIuR 2 | Inhibidora| AC|—AMPc| En  presinapsis en  neuronas
Goji glutamatérgica y en otras. Tiene
alta expresion en cerebro anterior,
cere-belo y corteza.
mGIuR 3 | Inhibidora| AC|—AMPc| Ampliamente expresado en células
Goji gliales, en presinapsis y post-
sinapsis glutamatérgicas y de otras.
Se distribuye en cerebro anterior
Grupo [1I
mGIluR 4 | Inhibidora| AC|—AMPc| Tanto en presinapsis como post-
Gosi sinapsis se encuentran en neuronas
glutamatérgicas y de otros neuro-
transmisores. Predominan en cere-
belo.
mGlIuR 6 |Inhibidora| AC|—AMPc| So6lo se expresan en células bipo-
Gy lares de la retina.
mGlIuR 7 |Inhibidora| AC|—AMPc| Localizacion tanto en presinapsis
Goi como postsinapsis glutamatérgica y
en otras neuronas, tiene una amplia
distribucion en SNC.
mGlIuR 8 |Inhibidora| AC|—AMPc| Presinapsis glutamatérgicas y en
Goj otras. Alta distribucion en cerebro
anterior.
Los mGIuR I producen activacién de PLC que desencadena un incremento en IPs y DAG provocando la

fosforilacion de PKC y el aumento de Ca2+ intracelular. Los mGIuR Il y lll regulan negativamente a la
adenilato ciclasa que disminuye la concentracién de AMPc.

1.3.2.1. Receptores metabotropicos de glutamato tipo I (mGIuR 1).

Este es el grupo que ha sido mas estudiado debido a que se encuentra
presente en regiones del sistema nervioso central muy importantes tales como
la corteza cerebral, hipocampo,

talamo y cerebelo, ademas por estar

involucrado mecanismos de deteccion del dolor, en varias enfermedades
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neurodegenerativas como Alzheimer, Corea de Huntington, Parkinson y
desordenes neuronales como la epilepsia e isquemia {Bordi F. & Ugolini A.
1999}.

El grupo I, comprende dos receptores, los mGIluR 1 con cuatro variantes
(a/a, b/ B, ¢, d) y los mGluR 5 con dos variantes (a, b) {Muly E. C. et al. 2003}.
Los mGIluR I se unen a una proteina Gq/11 que activa a fosfolipasa C 1 (PLC)
Bl la cual, esta involucrada en la plasticidad sinaptica {Hannan AJ,
ABLkemore C. & Katsnelson A. 2001}. Esta hidroliza a la fostatidil inositol
trifosfato para dar lugar a dos segundos mensajeros, inositol (1, 4, 5) trifosfato
(IP3) y diacilglicerol (DAG) {Bordi F. & Ugolini A., 1999}; {Conn PJ & Pin JP.,
1997}, {Krauss G., 2003}. El IP3 al unirse a receptores de canales de Ca2?* en la
membrana del reticulo endoplasmatico (RE) produce una movilizacion de
dichos iones acumulados en RE y desencadena un rapido incremento de Ca2*
en citosol, incrementando la excitabilidad de la membrana {Riedel G., Platt B.
& Micheau J., 2003}, ver figura 9.

El DAG con Ca2?* como cofactor o en ausencia de este, activa a la
proteina cinasa C (PKC), la cual esta involucrada en maultiples procesos
celulares. La PKC fosforila a proteinas cinasas que son importantes para la
regulacion de conductancias ionicas. La PKC activa a Raf, que fosforila a la
proteina cinasa activadora de mitégeno 1 y 2 (MEK 1/2), esta a la proteina
cinasa reguladora de senales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2) {Zhao W., et al,
2004} y ERK 1/2 a la proteina de union de elemento de respuesta de
adenosina monofosfato ciclico (CREB) {Mao L & Wang JQ., 2002} y ELK1 que
son factores de trascripcion. CREB también puede ser fosforilado por medio de
la proteina cinasa dependiente de Ca?*/calmodulina previamente activada por
el incremento de Ca?* intracelular {Krauss G., 2003}.

Los mGluR I también pueden promover la sintesis de proteinas
mediante la activacion de la cinasa activada por mitégeno (MAPK) a partir de
tres vias: Por cascadas de senales provenientes de la estimulacion de proteinas
G adosadas a los receptores mGIuR I, por fosforilacion de Src o por proteinas
de andamiaje tales como Homer 1b/c, importantes en la insercion y

localizacion de los mGluR en membrana {Tu JC. et al., 1998}. Mas si se activa
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Homer 1la, inhibe la funcion de MAPK {Tu JC. et al., 1998}, de modo que no se
fosforila ni activa a ERK impidiendo la sintesis de nuevas proteinas.
Recientemente se han encontrado factores de traduccion que son activados
por ERK o mediante otra via alterna propiciada por los mGluR I que implica la
fosforilacion de la proteina cinasa 3-fosfoinositido (PI3K), Atk y proteina blanco
de rapamicina de mamifero (mTor). Dichas vias activan al factor de iniciacion
de la traduccion (eIF4E). A partir de la fosforilacion de la cinasa N-terminal c-
Jun (JNK), aumenta la trascripcion controlada por el activador proteina-1, y a
través de la activacion de p38 que regula el factor nuclear «B (NF- kB), permite
la traduccion es regulada de forma negativa por la proteina de retrazo mental
fragil X (FMRP) {Gerber U, Gee CE & Benquet P. 2007} Por tanto, los mGuR I
estan involucrados en la plasticidad sinaptica, formacion de nuevas espinas
dendriticas y filopodias que favorecen la comunicacion interneruronal y por
ende, la memoria y aprendizaje.

Por otro lado, estudios recientes muestran que los mGluR I pueden
activar otras vias de senales simultaneamente con la via PLC/IP3/CaZ?*. Tal es
el caso de la via adenosina monofosfato ciclico (AMPc) que posiblemente es
causado por la activacion de adenilato ciclasa (AC) a través de la estimulacion
de una proteina Gs {Hermans E. & Challiss RA., 2001}, {Conn PJ & Pin JP.,
1997}.

Cabe hacer mencion que la variante de los mGIuR I, los mGIuR 1la
también pueden activar proteinas Go,i. {Selkirk JV, et al. 2001}{Hermans E. et
al. 2000}. Por tanto, los mGIluR I activan una serie de cascadas de senales, sin
embargo hasta el momento no se sabe cual de ellas esta involucrada en los
procesos de memoria gustativa. Empero, es sabido que para la memoria
gustativa, en CI es necesario la activacion de ERK {Swank MW & Sweatt JD.
2001}, {Berman DE. et al. 1998}, {Berman DE. et al. 2000} y en memoria
gustativa aversiva la activacion de AMPc {Miranda MI & McGaugh JL. 2004},
{Desmedt A, Hazvi S. & Dudai Y. 2003}, tirosina cinasa {Rosenblum K. et al.
1997} y PKC {Nunez-Jaramillo L, Delint-Ramirez [. & Bermudez-Rattoni F.
2007}, mismas que regulan también la funcion de los receptores ionotropicos

tipo NMDA.
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Figura 8. Cascadas de sefiales de los receptores mGIuR |

Los mGIuR | activan multiples vias de sefiales a través de un acoplamiento diferencial de proteinas G. Los
mGIluR | se unen preferentemente a las proteinas Gq/11 llevando a la activacion de PLC el cual incrementa
la movilizacién de Ca2+ intracelular a partir de la produccién de IPs y actuaciéon de PKC via DAG. PKC esta
involucrado en la activacién PLD, PLAz2 y MAPK, asi como en la modulaciéon de una variedad de canales
ionicos. Los mGIuR 1a se han visto acoplados a proteinas Gijo de manera que inhibe a la AC, y modula la
actividad de los canales idnicos a partir de MAPK, y posiblemente la regulacién negativa de PLC. También
los mGIuR | controlan la activacién de AC a partir del acoplamiento con la proteina Gs y por ende a AMPc
y PKA. PLCB, fosfolipasa CB; DAG, diacil glicerol; PKC, proteina cinasa C; IP3, inositol trifosfato; R.E.,
reticulo endoplasmadtico; Ca2+, calcio; PLD, fosfolipasa D; PLAz, fosfolipasa A2; MAPK, proteina activadora
de mitégeno cinasa; AC, adenilato ciclasa; AMPc, adenosina monofosfato ciclico; PKA, proteina cinasa A.
Figura tomada de “Hermans E. & Challiss J. 2001".

Localizacion.

Los receptores mGIluR I se localizan en la region periférica del boton
sinaptico tanto en terminales presinapticas como postsinapticas con mayor
predominancia en la postsinapsis {Baude A et al. 1993} {Lujan R et al. 1996},
{Conn P. J. & Pin J.P. 1997}. Como se observa en la figura 8.

41



PRESINAPSIS POSTSINAPSIS

mGIuR 2

mGIuR 2

J

> 2
1' 2 ]
3 é\ >
*J 9

mGIuR 8

mGIuR 5
2

Figura 9. Localizacion de los receptores mGluR | en la sinapsis.

Los receptores metabotrépicos tipo Il (2, 3) y lll (4, 6, 7, 8), se encuentran en presinapsis, aunque el tipo
Il se ha encontrado escasamente en postsinapsis. Los receptores mGluR | (1,5), se localizan en
postsinapsis y escasamente en presinapsis. Imagen modificada de la referencia “Cartmell J. & Schoepp
DD. 2000".

Los encontrados en la presinapsis controlan los efectos inhibitorios de la
liberacion de los neurotransmisores, por lo que actian como auto o
heterorreceptores que disminuyen la transmision GABAergica y
glutamatérgica. Mientras que los mGluR I postsinapticos, pueden influir en la
liberacion del neurotransmisor en presinapsis por medio de mensajes
retrogrados {Muly E. C. et al. 2003}.

Los mGIuR I se encuentran ampliamente distribuidos en la corteza
cerebral de ratas, con predominancia de mGluR1la, seguido por mGIluR 13 y
escasa presencia de mGIuR 1lc. En la corteza prefrontal se hallan tanto mGIluR

S5 {Homayoun H. & Moghaddam B. 2006} como mGIluR la en dendritas y
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espinas de las células piramidales, asi como en dendritas de las interneuronas
{Muly E. C. et al. 2003}. Los receptores de mGIluR I estan presentes en el
nucleo septal dorsolateral, en hipocampo y complejo amigdalino, nucleos
mamilares, talamo, nucleos ventrales posteromediales, nucleo geniculado,
hipotalamo, cerebelo, nucleo accumbens, caudado putamen, globus pallidus,
en sustancia nigra parte reticulata, nucleo interpeduncular y nucleo de
Raphe. Tiene poca presencia en el estriado, incluyendo los tubérculos olfativos
del estriado, nucleo talamico reticular y habénula (figura 10) {Lavreysen H. et

al. 2004;}.

Figura 10. Localizacién de los receptores mGIuR |
en el cerebro de rata.

A) Corte coronal y B) corte sagital. Los sitios mas
oscuros presentan mayor densidad del receptor.
Cx, corteza; Cer, cerebelo; Th, talamo; LS, septum
lateral; CPu, caudado putamen; DG, giro dentado
del hipocampo; Na, nlcleo accumbens, Ot,
tubérculo olfativo; Vp, pallidum ventral; SNr,
sustancia nigra parte reticulata.

Imagen tomada de “Lavreysen H. et al., 2004".

Modulacion.

Los receptores mGIuR I tienen una funcion de neuromodulador del
glutamato tanto en la presinapsis como en la postsinapsis. En la presinapsis,
la activacion de PLC acoplada al mGIluR puede potenciar la liberacion de
glutamato, pero si PLC es desensibilizado, cambia a un efecto inhibitorio. En
la postsinapsis, la activacion rapida de los mGluR, activa la via PLC-IP3-Ca2*
abre canales de K* produciendo hiperpolarizacion produciendo una inhibicion
lenta de la célula. Por el contrario, una estimulacion lenta del mismo receptor,
induce la activacion de la proteina G que promueve el cierre de los canales de
K+ dando como resultado una excitacion lenta de la célula (despolarizacion)

{Fiorillo CD. & Williams JT. 1998}. También se ha observado que la activacion
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de mGIuR I incrementa la respuesta de muchas neuronas glutamatérgicas por
corrientes de potenciacion a través de los receptores ionotropicos de glutamato
{resumido por Valenti O, Conn PJ. & Marino MJ., 2002}.

Todos los receptores metabotropicos de glutamato, ademas de acoplarse
con las proteinas G, tienen interaccion intracelular a partir de su carboxilo
terminal con otras proteinas, lo que hace mas compleja su funciéon al activar
otras cascadas de senales {Fagni L. et al., 2004}.

La regulacion de los mGluR I esta dada por los receptores cinasa
acoplados a proteina G (GRK), particularmente GRK2 y GRK4, cuya
fosforilacion induce la union de B-arrestinas quienes secuestran e internan al
receptor metabotropico. También pueden ser controlados por reguladores de
proteinas G (RSG), las cuales interactian con las proteinas G e incrementan la
actividad de GTPasa que evitan el desencadenamiento de transmision de
senales precedidas por las proteinas G. Tanto RGS2 como RGS4 actuan en las
Gq y evitan la subsiguiente activacion de PLC que conlleva a la inhibicion de
los receptores mGIuR I. La proteina RGS2 bloquea a la Gq por inhibicion de
corrientes de calcio voltaje independiente, regulando la actividad de la
subunidad Gpy, mientras que la inhibicion voltaje dependiente media a la Ga
{resumido por Valenti O, Conn PJ. & Marino MJ., 2002}.

Los receptores mGIluR I pueden asociarse con proteinas Homer que
actian como un puente entre los receptores y otras proteinas que contienen
un dominio rico en prolina, tal es el caso de los receptores de rianodina o
proteinas de densidad postsinaptica llamadas Shank, las cuales a su vez se
unen con las proteinas GKAP y PSD95. Estas ultimas son proteinas de
andamiaje que estan unidas con la subunidad NR2B de los receptores tipo
NMDA {Tu JC. et al., 1998}. La senal de los receptores tipo NMDA es
potenciada por la cinasa Src; recientemente se ha reportado que la interaccion
de los mGIluR con B-arrestina activa a esta cinasa, pero también puede ser
estimulada por segundos mensajeros producidos por los mGIluR a partir de la
via PLC B, DAG, PKC, CAK B Pyk2 (cinasa de adhesion celular rica en —prolina
tirosina cinasa) como se indica en la figura 11. El sistema tiene un mecanismo

de regulacion negativa, la formacion de IP3 aumenta la liberacion intracelular
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de Ca2* que activa a la proteina tirosina fosfatasa reduciendo la respuesta de

los receptores NMDA {Gerber U, Gee CE, Benquet P. 2007}.

CAKp-Pyk2

eDAG
\ o >®
<

Figura 11. Regulacion de la activacién de receptores tipo NMDA, a partir de los receptores mGIuR 1.

A través de la activacién de proteinas G, se desencadena una reaccién de sefiales de segundos
mensajeros que culminan con la fosforilacién de CAKB-Pyk2 que activa a Src y este incrementa la
activacion de los canales tipo NMDA. No obstante, la formacién de IP3 con la subsecuente liberacién de
Ca2+ intracelular dependiente de la activacién de tirosina fosfatasa, atentia la respuesta de NMDA.
Mediante otra via alterna exenta de activacién de proteinas G, puede activarse la proteina adaptadora B-
arrestina que se acopla a Src y a su vez potencian a NMDA. PLCB, Fosfolipasa C B; DAG, diacil glicerol;
PKC, proteina cinasa C; IP3, inositol trifosfato; R.E., reticulo endoplasmatico; Ca2+, calcio; CaCAKB-Pyk2,
proteina cinasa de adhesién celular. Esquema tomado y modificado de “Gerber U, Gee CE. & Benquet P.
2007".

Implicacion de los mGIuR | en patologias y desérdenes neurodegenerativos y
dolor.

El estudio de los receptores metabotropicos ha permitido conocer de

mejor manera algunas de las patologias del sistema nervioso central; lo que
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permite dilucidar nuevas formas de tratamiento y prevencion. Entre las cuales
se encuentran:
e Enfermedades vasculares

Hipoxia, isquemia e infarto. Los receptores mGIluR tienen un papel
importante en estas lesiones en corteza e hipocampo, en el caso del grupo I,
cuando se sobre activa con un agonista como (S)-3,5-dihidroxifenil-glicina
(DHPG), se agrava la lesion. En tanto, si es inhibido por un antagonista como
AIDA, disminuye significativamente la neurodegeneracion, muerte neuronal y
déficit de memoria {Lyeth B. G. et al. 2001} actuando como neuroprotectores.
Aunque también se ha observado que los mGIluR 1la al ser activados
contribuyen a la neurotoxicidad del glutamato generando muerte celular
postisquemica y muerte celular por necrosis. En contraste la activacion e
inhibicion de los mGIluR 5 con CHPG y 2-metil-6-(feniletinil) piradina (MPEP)
atenua la muerte celular y facilita la mejoria ante la isquemia respectivamente
{Bao W.L. et al. 2001}.

e Enfermedades desmielinizantes

Esclerosis multiple, patologia en la que se forman placas gliales
desmielinizadas diseminadas por toda la sustancia blanca, tiene expresion
aberrante tanto en neuronas como en glia {Geurts J. J. G. et al. 2003}.

e Enfermedades degenerativas

En epilepsia (displasia cortical focal) se encuentran sobre expresados los
receptores mGIuR I y II, en neuronas bizarras en forma de balon y en glia
{Aronica E. et al. 2003}.

En la enfermedad de Parkinson, se han identificado mGIluR en
estructuras afectadas por el Parkinson, como es el caso del estriado, nucleos
subtalamicos como sustancia nigra parte reticulata y globus pallidus parte
interna. Tales receptores fungen como neuromoduladores de la transmision
glutamatérgica tanto en células glutamatérgicas como colinérgicas y
dopaminérgicas. Conforme avanza la degeneracion causada por la
enfermedad, decrece la poblacion de receptores mGIuR II y III que provoca un
incremento de glutamato en el estriado, manifestandose como una

sintomatologia parkinsoniana. {Senkowska A. & Ossowska K. 2003}.
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La enfermedad de Alzheimer, puede implicar la participacion de los
mGluR I debido a que estos facilitan la liberacion de glutamato y la formacion
de tramas fibrilares que son caracteristicas del Alzheimer {Tsai V. W. et al.
2005}.

En la esquizofrenia, existe una reduccion de la actividad de los
receptores de NMDA en neuronas corticales. Estudios recientes muestran que
al activar a mGluR 5 se potencia la actividad de NMDA y la inhibicion de
mGIluR 5 bloquea la despolarizacion de la membrana inducida por NMDA en
estriado y en corteza {Moghaddam B. 2004}.

e Adiccion a drogas

Los receptores mGIluR I ademas de regular la transmision glutamatérgica
en la corteza prefrontal y region limbica (nticleo accumbens y VTA), participan
tanto en la adiccion a las drogas como en cambios conductuales por abuso de
las mismas. Resultados experimentales tanto en ratas como en ratones,
muestran que los mGIuR [ estan involucrados en la modulacion del
reforzamiento por consumo de drogas, puesto que al bloquear a los mGIuR 5
con un antagonista MPEP, decrece la auto administracion de cocaina, nicotina
y alcohol {Kenny P. J. & Athina M. 2004}.

e Tumores

En células tumorales de la linea del glioma (glioma C6) se han localizado
receptores mGIluR 1, todavia no se sabe su participacion en dichas células,
pero por su vinculacion a la sobre estimulacion de glutamato, puede que esté
involucrado en el glioma también como agente neurotéxico {Albasanz J.L., Ros
M. & Martin M. 1997}.

e Dolor.

Mientras la activacion exogena de mGIluR I en tejido periférico de ratones
produce hiperalgiad térmica, el bloqueo de mGluR 1 decrementa el dolor y es
totalmente abolido por la inhibicion de mGIluR 5, lo que sugiere un efecto
diferencial entre estos receptores ante el dolor. Otro caso es la activacion

especifica de mGIuR 5 esta implicado en alodinia* y dolor neuropatico, en

3 Hiperalgia. Sensibilidad excesiva al dolor.
* Alodinia. Trastorno en el cual un estimulo, por lo general no doloroso, se percibe como doloroso.
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tanto activacion conjunta de los receptores mGIluR 1 y 5 produce la hiperalgia
térmica. {Neugebauer V. 2002}.
e Traumatismo cerebral.

La inhibicion de la actividad de los mGluR I con el antagonista AIDA
reduce considerablemente la degeneracion neuronal y produce también una
reduccion de la conducta de déficit asociada con la lesion. Lo que sugiere que
la activacion de los mGluR I que contribuye a la patofisiologica de la lesion
traumatica cerebral. De modo que el tratamiento con AIDA funciona como
neuroprotector ante lesiones traumaticas {Lyeth B.G. et al. 2001}.

e Ansiedad, estrés y depresion.

Experimentos realizados en varios laboratorios muestran que los mGIluR
I estan involucrados tanto fisiologica como conductualmente con estados de
estrés y ansiedad, por ejemplo, en ratas cuando se microinyecta 3-
hidroxifenilglicina (S-4C3HPG) en hipocampo, un antagonista de los mGIluR 1 o
se administra el antagonista de mGluR 5, MPEP ip, se produce un efecto
{resumido por Swanson C.J. et al. 2005}.

El bloqueo de los receptores mGIluR 1 con el antagonista AIDA o con el
antagonista para los mGIluR 5, MPEP, en el cuerno de Amon 1 (CA1l) del
hipocampo, tiene un efecto antidepresivo que a diferencia de los
antidepresivos convencionales (monoaminérgicos), este no produce un efecto

sedante {Palucha A. & Pilc A. 2002}.

Participacion de los mGluR | en procesos de plasticidad y memoria.

El LTP y la disminucion de la potenciacion (depresion) a largo plazo
(LTD, por sus siglas en inglés), son dos modelos de plasticidad sinaptica y
memoria dependientes de la actividad eléctrica. Se conocen dos formas de
inducir LTP y LTD, una es por activacion sinaptica de los receptores tipo
NMDA y la otra es al activar los mGluR. Gubellini y colaboradores en 2003,
demuestran que el bloqueo de los receptores mGIluR I y no del grupo II o III,
abate por completo el LTP en la via cortico-estriatal {Gubellini P. et al. 2003}.
En CA1l, los mGluR 5, mas no los mGluR 1 son necesarios para la induccion

de LTP {Francesconi W., Cammalleri M. & Sanna P. P. 2004}, {Miura M., et al.
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2002} y LTD {Harney S. C., Rowan M. & Anwyl R. 2006}, {Tan Y., Hori N. &
Carpenter D. O. 2003}; asi como en corteza perirhinal {resumido por Bashir Z.
I. 2003}. Mientras que en corteza prelimbica se observa una facilitacion de la
induccion de LTP al suministrar DHPG {Morris S.H. et al. 1999}; en amigdala
basolateral se requieren de los mGIuR 1 y no de los mGluR S5 para la
induccion de LTD {Azad S. C., et al. 2004} y en amigdala lateral se requieren
los mGIluR 5 para la formacion del LTP {Rodrigues S. M., et al. 2002}.

Varios estudios realizados principalmente con ratas muestran que los
mGluR I participan en la formacion de la memoria; Riedel y colaboradores en
1994 encuentran que los mGIluR I estan involucrados en el aprendizaje
espacial (laberinto en Y), al bloquearlos con el antagonista (R,S)-a-metil-4-
carboxifenilglicina (MCPG) se evita la formacion y retencion de la memoria y se
acrecienta con infusion del agonista trans -azetidina-2,4- dcido dicarboxilico
(tADA) icv. {Riedel G., Wetzel W. & Reymann K. G. 1995}.

Para que se forme a largo plazo la memoria de discriminaciéon de objetos,
se requiere de la activacion tanto de los mGluR 5 como de los mGIuR II en
corteza perirhinal {Barker G. R. L. et al. 2006}.

Schulz y colaboradores en 2001, observaron que la anulacion de la
actividad de los receptores mGIluR 5 a partir de la administracion oral de un
antagonista especifico para este, 2-metil-6-(feniletinil)piridina (MPEP), produce
pérdida de la adquisicion y evocacion del condicionamiento al miedo cuando
se suministra antes del primer ensayo y antes de la prueba respectivamente
{Schulz B. et al. 2001}. Resultados similares son obtenidos por el grupo de
Rodriguez, los cuales sugieren que los mGIluR 5 en amigdala lateral estan
involucrados en la adquisicion del condicionamiento al miedo {Rodrigues S.
M., et al. 2002}, en tanto, investigaciones desarrolladas por Gravius y
colaboradores sugieren que hay diferencias en la participacion de los
receptores mGIluR1 y mGluRS5 durante la adquisicion y expresion de
condicionamiento al miedo y auditivo. Tanto el antagonista de los mGluR1,
EMQMCM, [(3-etil-2-metil-quinolina-6yl)-(4-metoxi-ciclohexil)-metanona metane-
sulfonato] como el antagonista de los mGluRS MTEP [(2-metil-1,3-tiazol-4y)

etinil] bloquean la adquisicion del condicionamiento contextual, sin afectar el
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condicionamiento auditivo. Por otro lado el MTEP inhibe la expresion de
condicionamiento al miedo y auditivo cuando se inyectan ip {Gravius A, et al.
2005}. Todo ello sugiere que el grupo I de los receptores metabotropicos de
glutamato estan involucrados en procesos mnemonicos espaciales, de

reconocimiento y aversivos.

Estudios previos en memoria gustativa.

Investigaciones recientes muestran que es necesario de la activacion de
los receptores mGIluR 5 en la formacion del CAS y no los mGluR 1. Esto al
aplicar los antagonistas de mGluRS, MPEP, y de mGIluR AIDA ip quince
minutos antes de la presentacion del sabor novedoso y aplicando un irritante
gastrico, cloruro de litio (LiCl 0.15M a 1.33% del peso corporal) quince
minutos después de haber terminado de ingerir la sacarina. {Schachtman T.R.
et al. 2003} de igual modo disminuye la inhibicion latente por inyeccion de
MPEP 25 minutos antes de la preexposicion a la sacarina, lo cual produce una
fuerte aversion {Bills C. et al. 2005}. También se ha observado que los mGIluR
en amigdala estan involucrados en la formacion del CAS, al inyectar un
antagonista metabotropico para los grupo I y II MCPG inmediatamente
después de la sacarina y 20 minutos antes del cloruro de litio, se impide la
adquisicion del condicionamiento {Yasoshima Y., Morimoto T. & Yamamoto T.
2000}, pero ello no ocurre cuando se inyecta en CI {Escobar M.L., Alcocer 1. &

Bermudez-Rattoni F. 2002}.
1.3.2.2. Receptores metabotrépicos de glutamato tipo 11 y Il1I.

El grupo II, comprende a los receptores mGIluR 2 y mGIuR 3. En tanto el
grupo III al mGIluR 4, mGluR 6, mGIluR 7 y mGIluR 8. Ambos grupos se
encuentran distribuidos en estructuras como corteza cerebral, talamo, locus
coeruleus, nucleo del tracto solitario, cerebelo y corteza visual.

Ambos grupos reducen los niveles de AMPc en la célula y Ca2*
intracelular; o bien, por activacion de proteinas Gosi. Los mGIluR II se
encuentran primordialmente en presinapsis y los mGIuR III en la region pre-

terminal del axon y se localizan primordialmente en estructuras como corteza
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cerebral, talamo, locus coeruleus, nucleo del tracto solitario, cerebelo y corteza

visual.

A continuacion se describe la localizacion que tienen en el SNC segun el

articulo de Schoepp D. D. 2001.

1.

Receptores mGIluR 2 estan representados en la region pre-
terminal de las neuronas glutamatérgicas, cuya funcion es actuar
como regulador retroactivo para evitar subsecuentes liberaciones
de glutamato, de manera que previene la hiperexcitabilidad

anormal que pudiera afectar las funciones del cerebro.

. Los mGIluR 3 se encuentran en hipocampo y corteza entorhinal,

mayoritariamente en neuronas postsinapticas y en glia.

Los receptores mGluR 4 predominan en cerebelo y en menor
proporcion en hipocampo donde se han encontrado en el cuerpo y
dendritas de mneuronas piramidales, células granulares e
interneuronas. Cabe hacer mencion que los receptores mGIluR 4,
actualmente, son considerados como candidatos para la
percepcion del sabor del glutamato monosédico (umami, puesto

que se han encontrado en papilas gustativas.

. Los mGIuR 6 tienen una distribucion escasa en el SNC, aunque

su concentracion es elevada en retina

. Receptores mGIuR 7, su distribucion es amplia en cerebelo

anterior, tallo y médula espinal.
Los mGIluR 8 se distribuyen en el bulbo olfativo, tracto lateral
olfativo, hipocampo y meédula espinal. Se localizan en la

presinapsis y en periferia de la terminal axonica.

Los receptores mGluR II y III tienen una funcion neuromoduladora de la

excitabilidad de la neurona, al disminuir los niveles de Ca2* intracelular se

evita la despolarizacion y por ende la liberacion de glutamato o GABA, aunque

también puede modular otros neurotransmisores como dopamina {van Berckel

et al 2006}. De igual forma tienen un efecto neuroprotector al evitar la

excitacion glutamatérgica a nivel cerebral en estados patologicos, asi como al

atenuar la excitotoxicidad provocada por la activacion desmedida de los
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receptores ionotropicos. Por otro lado también se encuentran involucrados en
procesos de memoria y aprendizaje {Best A. R. et al. 2005}, {Barker G. R. I. et
al. 2006}.

2.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El neurotransmisor, glutamato, es de crucial importancia para la
formacion y consolidacion de la memoria, este es reconocido por los receptores
ionotropicos y metabotropicos de glutamato. Mucho se sabe sobre la
participacion de los receptores ionotropicos (NMDA, AMPA y Kainato) en
procesos de memoria y aprendizaje, sin embargo poco han sido estudiados los
receptores metabotropicos, a pesar de estar ampliamente distribuidos en el
cerebro y de tener una funcion tanto transmisora de senales neuronales,
neuromoduladora de receptores glutamatérgicos, colinérgicos y GABAergicos;
asi como de activar factores de transcripcion y genes de expresion temprana
indispensables para la formacién de la memoria.

En la memoria gustativa, los receptores ionotréopicos de glutamato en
corteza gustativa o insular, ademas de tener un papel importante en la
consolidacion de la memoria, también son importantes durante la asociacion
entre un sabor nuevo con un estimulo aversivo {Bures, J., Bermudez-Rattoni
F. & Yamamoto T., 1998}, pero si son inhibidos los receptores ionotrépicos tipo
NMDA, con AP V, no evitan la formacion de esta memoria gustativa apetecible
{Gutiérrez R. et al., 2003a}.

No se conoce a cabalidad a la funcion de los receptores mGluR durante
la formacion o consolidacion de la memoria gustativa. Estudios previos
muestran que los mGIluR | en amigdala (una estructura cerebral muy
importante para la formacion de memorias aversivas), participan en la
formacion del CAS, mas no en CI. Sin embargo cuando se suministran
antagonistas de mGluR I de forma sistémica, se observa que los mGIluR 5
tienen un papel importante en el CAS, pero no los mGIuR 1. Por otro lado, no
hay registro sobre la actuacion de los mGIluR en la memoria gustativa

apetecible.
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Para conocer mas acerca de los mecanismos involucrados en los
procesos mnemonicos, se opto por estudiar a los mGluR I en CI durante la

formacion de una memoria gustativa apetecible (atenuacion de la neofobia).
3.HIPOTESIS.

Los receptores metabotropicos de glutamato (mGluR) se encuentran
ampliamente distribuidos en regiones cerebrales cruciales para el proceso de
la memoria y aprendizaje, como es el caso de CI (corteza gustativa), ademas
desempenan un papel muy importante en la regulacion de la liberacion de
neurotransmisores glutamatergicos, colinérgicos y GABAergicos, asi como en
la modulacion de sus respectivos receptores y son importantes para el
desarrollo y mantenimiento de redes neuronales; por ende podrian ser
importantes para la adquisicion de un aprendizaje y retencion de la memoria

gustativa apetecible.
4 .OBJETIVO GENERAL:

Identificar la participacion de los receptores mGluR I en la corteza

gustativa durante la formacion de la memoria gustativa apetecible.

4.1. Objetivos Especificos:

1.- Identificar la participacion de estos receptores en la memoria
gustativa tanto apetecible como aversiva, usando como modelos el CAS y AN.

2.-Identificar en que fase de la memoria gustativa (adquisicion o
consolidacion) estan involucrados los receptores metabotropicos del
glutamato, a partir de una tarea de condicionamiento aversivo a los sabores y

de atenuacion de la neofobia.
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5.METODO

5.1. Modelo Bioldogico.

Se ocuparon ratas macho de la especie Rattus norvegicus cepa Wistar. El
peso ponderal se sitto entre 280 y 325g al inicio de la crianza. Se mantuvieron
en cajas independientes con comida ad libitum y bajo condiciones controladas
de temperatura (~22 = 2°C) y con ciclos luz-oscuridad de 12 horas. Todas las
manipulacion es se hicieron durante la fase de luz.

Todos los experimentos fueron conforme a los lineamientos en materia
de salud (Secretaria de Salud de México) y aprobado por el comité local de

cuidados de los animales.

5.2. Cirugia.

Para la implantacion de canulas, los animales fueron anestesiados con
pentobarbital (40mg/Kg.) ip. Se implantaron canulas (9mm) bilaterales por
medio de la técnica de estereotaxia (2.5mm) sobre la CI, siguiendo las
siguientes coordenadas respecto a Bregma, anteroposterior 1.2mm, lateral
+5.5mm, y ventral -3mm {Paxinos & Watson, 1998}.

Se realiz6 una incision sobre el plano sagital del craneo y se colocaron
separadores autoestaticos. Una vez identificado el punto de insercion de la
canula, se trepano el craneo de la rata para iniciar el microdescenso de la
canula hasta 2.5mm antes del area de estudio para evitar la lesion de la CI.
Mediante un soporte de dos tornillos y cemento dental se fijaron las canulas al
craneo. Se inserté un mandril en la canula para evitar la obstruccion de la
misma. Una vez terminada la operacion quirurgica, se dejo a las ratas

recuperarse por cuatro dias.
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5.3. Procedimiento de microinyeccion.

Para la administracion intracortical de farmacos se utilizaron jeringas de
tipo Hamilton de 10ul acopladas a una bomba de microinyeccion (Carnegie
Medicin Estocolmo, Suecia). El circuito de polietileno se ajusto a la canula
colocada previamente en el cerebro de la rata mediante una aguja de acero
inoxidable (inyector) con un calibre de 30 y 2.5mm mas larga que la guia
canula. Los diferentes farmacos se administraron en un volumen de 0.5ul por
hemisferio con una tasa de 0.5ul/minuto. Se mantuvo el inyector en su
posicion durante otro minuto para favorecer la correcta difusion del farmaco

administrado.

5.3.1. Farmacos.

Como vehiculo se utiliz6 una solucion artificial de liquido cefalorraquideo
(ACSF, por sus siglas en ingles), compuesto de 118 mM NaCl, 19 mM NaHCOs,
4.7 mM KCI, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, y 2.5 mM CaClz a pH 7.4 (T.J.
Baker, Xalostoc, México); 3.3 mM glucosa, (Sigma, St. Louis MO) como
vehiculo. Para inducir activacion de los receptores de glutamato se
administraron 0.5ul de una soluciéon 11.82 mM de acido L-glutamico
(Miranda et al.,, 2002; Sigma-Aldrich, St. Louis MO). Se utilizo (RS)-1-
aminoindano-1,5-dcido dicarboxilico (AIDA, Tocris), para inducir la inhibicion
selectiva de los receptores mGIluR I a concentraciones de 3.5 mM, 7.04 mM y
10.5 mM. Todos los agentes farmacologicos fueron disueltos en el vehiculo a

pH neutro (7.4). Para disolver AIDA se utilizo una soluciéon 1.1N de NaOH.

5.3.2. Modelos conductuales.

5.3.2.1. Neofobia y atenuaciéon de la neofobia.

Después de cuatro dias de recuperacion de la cirugia, las ratas fueron
privadas de agua durante 24 horas. En los siguientes cuatro dias se les ofrecio

durante 15 minutos, 40ml de agua en probetas graduadas, en un horario de
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11:00 am *= 1 hora, para obtener la taza de consumo promedio de liquido
diario (linea base) de cada rata. Los animales fueron manipulados para
habituarlos al contacto con el investigador y evitar estresarlos el dia de la
microinyeccion, asi como también para valorar su estado de salud y excluir a
los enfermos.

En el cuarto dia, los animales son divididos en varios grupos de acuerdo
a su la linea base en: grupos experimentales, controles vehiculo y controles
intactos, quienes no se les implementaron canulas.

Durante el quinto dia se les proporcion6 40ml de una solucion de
sacarina al 0.5% (Sigma, St. Louis, MO) durante 15 minutos, ademas de la
microinyeccion de farmacos respectivos al experimento y al grupo de
organismos experimentales o controles vehiculos. En la tarde se les dio agua
durante 15 minutos para hidratarlas, puesto que su primer consumo es
menor en comparacion de los dias anteriores.

En los dias 6-8 se les permitio beber nuevamente una solucion de
sacarina al 0.5% (soluciéon cuya concentracion elevada de sacarina le otorga
un sabor fuerte, neofobico per se) durante 15 minutos, seguido de agua para
estudiar los efectos de las drogas en la atenuacion a la neofobia. En la figura
12 se muestran los tiempos del experimento junto con los de las
microinyecciones de los farmacos.

La neofobia y la atenuacion de la neofobia son expresados en porcentaje
de consumo con respecto a la linea base (100 x Consumo de

sacarina/promedio de la linea base de consumo de agua).
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Linea base (agua) Sacarina (Sac 0.5%)

Perfusion
Adgq AN1 AN2 AN3 H,O0
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- Sac 0.5% ~

Tiempo de : I = 1
inyeccion A A A A A
0’

del farmaco -15 157 30° 60’

Figura 12. Metodologia de atenuacion de la neofobia e intervalos de inyecciéon de los farmacos:
15 minutos antes del estimulo gustativo (-157), inmediatamente después (0°), 15, 30 y 60 minutos
después (157, 30" y 60° respectivamente).

5.3.2.2. Condicionamiento Aversivo a los Sabores CAS.

Los animales tratados con este protocolo, al igual que los anteriores, se
dejan tranquilos cuatro dias para reestablecerse de la cirugia y son privados
de agua durante las siguientes 24 horas.

Se toma el registro del consumo promedio de agua en los subsecuentes
cuatro dias (15 minutos diarios) y en el quinto se le administra sacarina al
0.1% (40ml) en lugar de agua y una vez pasando 15 minutos de haberle
quitado el bebedero, se les inyecta cloruro de litio ip 0.2M, 7.5ml/Kg. Ver
figura 13.

Cabe destacar que las drogas (acido glutamico, AIDA o ACSF) fueron
microinyectadas intracorticalmente e inmediatamente después de haber
consumido la sacarina (tiempo O minutos).

En las siguientes 72 horas se les presenta agua durante 15 minutos al
dia. Después, durante la prueba fueron estimuladas con la solucién de
sacarina al 0.1% y se cuantifico el consumo de esta con respecto a la linea
base de agua para corroborar la aversion gustativa. Las ratas son hidratadas

15 minutos mas tarde con 10ml de agua, durante 15 minutos. En los
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proximos dos dias se les ofrece nuevamente sacarina al 0.1% durante 15

minutos seguida de la hidratacion.

Linea base (agua) Sacarina (Sac 0.1%)
Perfusi
Adg H,O H,0 H,O Prueba Ext1 Ethh;tcEil;iZ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- Sac 0.1% ~
| - : ‘I
= = 1
A A
0’ 15°

Farmaco LiCl

Tiempo de
inyeccion

Figura 13. Metodologia del Condicionamiento Aversivo a los Sabores (CAS) y tiempo de la microinyeccion
de los farmacos.
En los dias de adquisicion (Adq), prueba y extincién uno y dos (Extl y Ext2 respectivamente) se les
proporciona a las ratas sacarina al 0.1% en lugar de agua. El firmaco es microinyectado inmediatamente
después de haber consumido por vez primera el sabor novedoso y 15minutos después se aplica ip el
irritante gastrico.

5.3.3. Histologia

Para validar los datos conductuales, se hace un estudio histologico
corroborando asi que el area lesionada sea la estudiada, en este caso la CI.
Los cerebros mal canulados son descartados del experimento.

Terminado el experimento las ratas son sacrificadas con una sobre dosis
de pentobarbital y son prefundidas por via intracardiaco con una solucion
salina isotonica (0.9%), para evitar que el tejido se deteriore por cambios
osmoticos y una vez terminada la eliminacion de sangre, se cambia la solucion
por un fijador (paraformaldehido al 0.4%).

Los cerebros son removidos y preservados durante 3 dias con tal fijador

y posteriormente son cambiados a una solucion de sacarosa al 30% por cinco
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dias aproximadamente. Los cerebros son cortados en criostato a 40um y son

tenidos con violeta de cresilo. Ver figura 14.

Figura 14. Sitio de microinyeccion de farmacos en Cl.

La imagen muestra la trayectoria del la guia canula y del inyector dispuesto entre la regién disgranular
(D) y agranular (Al). Gl= regién granular. El esquema del cerebro fue tomado del atlas estereotaxico del
cerebro de rata de “Paxinos G. & Watson C, 1998”.

5.3.4. Diseino Experimental

5.3.4.1. Experimento 1 “Implicaciones del glutamato en Cl durante

la Atenuacion de la Neofobia”

Para identificar si hay activacion de los receptores glutamatérgicos en
CI en diferentes etapas del aprendizaje y memoria de un sabor apetecible, se
administro glutamato a la CI de forma bilateral. Se dividié a los animales para
estudiar el efecto temporal de la administracion del glutamato y la asociacion
con estimulos gustativos (glutamato 15 minutos antes del estimulo con
sacarina [Glut-15", n=8], inmediatamente posterior al consumo de sacarina
[Glut 07, n=12], 15 minutos después de la sacarina [Glut 157, n=14], 30
minutos [Glut 307, n=10] y 1 hora después [Glut 607, n=13]). Para fines de
comparacion, el consumo de agua con sacarina fue contrastado con el
consumo del grupo que recibié ACSF (ACSF -157, n=11; ACSF 07, n=14; ACSF
157, n= 14; ACSF 307, n= 12; ACSF 607, n= 14) y el grupo control intacto
(Intacto, n= 30).

Se utilizo una prueba de ANOVA de una via para establecer la existencia
de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales

con sus respectivos grupos controles y en los casos donde se encontro
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diferencias estadisticas se hizo un analisis post hoc de Fischer con una

significancia de (P=0.05).

Resultados.

Los grupos experimentales inyectados con glutamato antes del consumo
de sacarina no presentan cambios en la ingesta del nuevo sabor con respecto
al grupo control, por tanto no tiene repercusion en la percepcion del sabor
(F2,24 = 1.269, P= 0.2924).

Durante la atenuacion de la neofobia (dia de la prueba o segunda
estimulacion con la solucion de sacarina), los grupos intacto, control,
glutamato antes y glutamato 15 minutos después del consumo de dicha
solucion, no tuvieron diferencias significativas: Por el contrario los grupos
tratados con glutamato inmediatamente y a la media hora después de la
presentacion de la sacarina, muestran un consumo bajo de esta en el dia de la
prueba (atenuacion de la neofobia), en comparacion con el grupo control. En la

tabla 2 se muestran los grupos de animales tratados en este experimento.

Tabla 2. Efectos en la formacion de la memoria gustativa al sobre activar los
receptores glutamatérgicos en CI a diferentes tiempos, durante la atenuacion de la

neofobia.
Grupo No. Nombre Droga Tiempo (min) | Efectos en
individuos de inyeccién | la memoria
Experimental 8 Glut-15’ Glutamato 15 antes Ninguno
Experimental 12 Glut 0’ Glutamato 0’ Bloquea
Experimental 14 Glut 15’ Glutamato 15" después Ninguno
Experimental 10 Glut 30’ Glutamato 30" después Bloquea
Experimental 13 Glut 60’ Glutamato 60" después Ninguno
Control 11 ACSF 15’ Vehiculo 15 antes Ninguno
Control 14 ACSF 0’ Vehiculo 0’ Ninguno
Control 14 ACSF 15’ Vehiculo 15" después Ninguno
Control 12 ACSF 30’ Vehiculo 30’ después Ninguno
Control 14 Glut 60’ Vehiculo 60 después Ninguno
Control Intacto 30 Intacto Ninguna Ninguno

Unicamente Glu 07, tuvo significancia (F234 = 8.207, P= 0.0012) asi
como el Glu 30" (F222 = 10.001 y P= 0.0008). En la figura 15 se muestra el
comportamiento de los animales durante la neofobia y durante la atenuacion

de la misma.
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Figura 15. Efecto de la infusion de 4cido glutdmico (Glu) a diferentes tiempos en Cl en la AN.

Muestra cambios en la memoria gustativa apetecible por inyeccién bilateral de glutamato en Cl en
diferentes tiempos durante la formacién de la memoria gustativa apetecible. A) Muestra el porcentaje de
consumo de sacarina 0.5% en el primer dia (neofobia). B) Porcentaje de ingesta de sacarina en el dia de la
prueba (atenuacion de la neofobia). La linea sombreada representa el porcentaje promedio (con su error
estandar) del consumo basal del grupo control intacto.

Los resultados obtenidos en el experimento 1 muestran que los
receptores glutamatérgicos estan involucrados de alguna forma en la
formacion de la memoria gustativa apetecible. Tomando en consideracion los

trabajos previos en este laboratorio, los cuales indican que los receptores
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ionotropicos de glutamato como el NMDA, no participa durante la atenuacion
de la neofobia {Gutiérrez Ranier et al. 2003a}, {Gutiérrez R., Téllez L. A. &
Bermudez-Rattoni F. 2003b}, {Ferreira G. et al 2002} y por ende podria
pensarse que los AMPA/Kainato tampoco, debido a que estos regulan la
actividad de los NMDA. Por tanto, lo mas probable es que los receptores
mGIluR estén participando. Por lo que se consideré investigar si los receptores

mGIluR I tienen alguna ingerencia en este tipo de memoria.
5.3.4.2. Curva dosis respuesta de AIDA.

Para ver como esta involucrado este receptor, se hicieron experimentos
farmacologicos con el antagonista especifico de los receptores mGluR I,
denominado AIDA.

Sin embargo, como hay pocos estudios farmacologicos in vivo con estas
drogas, se evaluaron cuales eran las dosis mas utilizadas en la literatura y a
partir de ellas se hizo una curva dosis — respuesta tomando en consideracion
las concentraciones ocupadas en algunos trabajos tanto in vitro como in vivo,
para seleccionar la mas adecuada a ser inyectada inmediatamente después del
estimulo gustativo.

Las concentraciones estudiadas fueron: AIDA 3.5mM, 7.04mM vy

10.5mM.

Resultado.

El resultado mostrado en la siguiente grafica muestra que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos durante la primera
presentacion del estimulo gustativo F3zo4 = 0.618, mientras tanto, en la
atenuacion de la neofobia si son significativas las diferencias en el consumo de
sacarina (Fzp4 = 2.921; p< 0.05). Para AIDA, la dosis idonea fue a una
concentracion de 3.5mM (consultar figura 16), cabe destacar que las dosis
ocupadas para este farmaco, no producen efectos colaterales como
movimientos involuntarios o efecto anestésico aparente, ni tampoco amnesia

cronica en las ratas.
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A partir del conocimiento de esta concentracion del farmaco, se procedio

a plantear el siguiente experimento.

10.5
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Figura 16. Curva dosis respuesta de AIDA inyectada bilateralmente en Cl durante la AN, al tiempo Omin.

A) Primera presentacion del sabor (neofobia). B) Segunda presentacion (atenuacién de la neofobia). Las

inyecciones fueron echas inmediatamente después de probar el sabor.
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5.4. Experimento 2 “Importancia de la inhibicion de los
MGIuUR | en corteza insular durante la atenuacion de
la neofobia™.

Se inhibieron los receptores metabotrépicos tipo I en CI mediante la
microinyeccion bilateral del antagonista AIDA en los tiempos de participacion
del glutamato durante la atenuacion de la neofobia y fueron comparados
contra Glut 0" y Glut 307, asi como con los grupos control correspondientes

(consultar tabla 3).

Tabla 3. Efectos en la formacion de la memoria gustativa al sobre activar los
receptores glutamatérgicos en CI a diferentes tiempos, durante la atenuacion de la

neofobia.
Grupo No. Nombre Droga Tiempo (min) | Efectos en
individuos de inyeccion | la memoria
Experimental 12 Glut 0’ Glutamato 0’ Bloquea
Experimental 12 AIDA 0’ AIDA 0’ Favorece
Control 14 ACSF 0’ Vehiculo 0’ Ninguno
Experimental 10 Glut 30’ Glutamato 30" después Bloquea
Experimental 8 AIDA 30’ AIDA 30’ después Favorece
Control 12 ACSF 30’ Vehiculo 30’ después Ninguno
Resultados.

Se encontré6 que no hay diferencias significativas entre los grupos
durante la neofobia, empero, se muestran diferencias entre los grupos
infundido con AIDA a los tiempos 0" y 30" (F5,62=9.732, P<0.0001) con respecto
al grupo control y al grupo de experimental de glutamato en los mismos
tiempos de inyeccion. Mientras que los resultados de glutamato muestran una
disminucion de la memoria reflejada por una reduccion de la atenuacion de la
neofobia, la inhibicién de los mGIuR I con AIDA produce un incremento en la
atenuacion de la neofobia y por ende, un incremento de la memoria gustativa
apetecible, como se observa en la figura 17. Lo anterior sugiere que los mGIluR
I requieren estar inhibidos para que se facilite la memoria en este tipo de
aprendizaje. Pero para conocer qué tan especifico es este fenémeno, se sugiere

el proximo experimento.
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Figura 17. Efecto de la infusion en Cl del agonista y antagonista (AIDA) de los receptores mGluR | en AT.
A) Muestra el porcentaje de consumo de sacarina 0.5% en el primer dia. B) Porcentaje del ingesta del
nuevo sabor en el segundo dia (atenuacion de la neofobia). La linea punteada representa el promedio de

consumo del grupo control.

54.1.1. Experimento 3 “Microinyeccién del agonista y antagonista de

los mGIuR | en IC durante AN”

Para corroborar que el efecto de modulacion de la memoria es debido a

la regulacion de la actividad de los receptores glutamatérgicos a partir de los
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receptores mGIuR I, se microinyecté AIDA y glutamato en CI (0.5ul) en cada
hemisferio, bajo las mismas condiciones y concentraciones que en los grupos
anteriores.
Dicho experimento consistié en probar dos grupos experimentales con
sus respectivos controles:
1. Al tiempo cero minutos (AIDA & Glu 0" n=9)
2. Otro a los 30 minutos (AIDA & Glu 30" n= 7).

Resultados.

Se observa en la figura 18 que no hay diferencias significativas entre los
grupos experimentales con sus controles, tanto en la neofobia, como durante
la atenuacion de la neofobia. En esta ultima, los datos se analizaron por medio
de t student, (ACSF 0" vs AIDA & Glutamato 0" txo= 11.131, P<0.0001; ACSF
307vs AIDA & Glutamato 30” t;7= 9.836, P<0.0001).
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Figura 18. Microinyeccion del agonista junto con el antagonista de los receptores mGIuR | en CI durante
AN.

A) Muestra el porcentaje de consumo durante la neofobia. B) Porcentaje de la atenuacién. En esta ultima,
la combinacién de AIDA con Glutamato en los dos tiempos tienen un efecto de anulaciéon de las
conductas obtenidas cuando se microinyectan en grupos separados como se observa en el experimento
anterior.
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5.5. Experimento 4 “Posible implicacion de los mGIuR 1
en CI durante el CAS”.

Con objeto de conocer si los receptores mGIuR I estan involucrados en el
procesamiento de la aversion a los sabores. Se analizaron los efectos de AIDA
inyectada en IC inmediatamente después de haber retirado el bebedero con
sacarina, previo a la induccion del irritante gastrico (LiCl) ip (~5 min £ 2 min),
dicho grupo se le denomino, AIDA 0" + LiCl y a un grupo control (+/-) con
AIDA sin irritante gastrico (AIDA 0" + NaCl); un grupo control (-/+) cuya
microinyeccion es con solucion vehiculo con LiCl (ACSF 0” + LiCl); y otro grupo
(-/-), con vehiculo y sin irritante y ACSF O + NaCl. La concentracion del
cloruro de litio fue de 0.2M (7.5ml/Kg) ip, aplicada 15 minutos después de la

sacarina. En la tabla 4 se muestran los grupos

Tabla 4. Inhibicion de los mGIluR I en CI durante la formaciéon de la memoria
gustativa aversiva en un modelo de condicionamiento aversivo a los sabores (CAS).

Grupo No. Nombre Droga Tiempo (min) | Efectos en
individuos de inyeccén | la memoria
Experimental 6 AIDA 0'+LiCl AIDA 0’ Ninguno
Control (+/-) 7 AIDA 0'+NaCl AIDA 0’ Ninguno
Control (-/1) 5 ACSF 0'+LiCl Vehiculo 0’ Ninguno
Control (-/-) 7 ACSF 0'+NaCl Vehiculo 0’ Ninguno

5.5.1. Resultado

No hay diferencias significativas entre los grupos durante la adquisicion
del CAS, de igual manera no hay diferencias en la prueba, entre los grupos a
los cuales se les aplico CAS segun los datos obtenidos con la “t student”, (AIDA
+ LiCl vs ACSF + LiCl, tio= 5.98, P=0.0001). Sin embargo, en el grupo
experimental sin irritante gastrico (AIDA + NaCl) con respecto a su control
(ACSF + NaCl), hay un incremento del consumo de sacarina el dia de la
prueba (ti3= 7.66, P<0.0001), es decir se observa nuevamente una preferencia
al sabor novedoso a una concentracion menor (sacarina al 0.1%) que la
tratada en el experimento dos. Como se puede visualizar en la grafica 19, lo
cual sugiere que los receptores mGluR I en CI, no estan involucrados en la

formacion de la memoria gustativa aversiva. No obstante, es probable que en
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otras estructuras cerebrales que conforman el trazo gustativo, si tengan
alguna injerencia, por lo que se propuso indagar en BLA, bajo la atenuacion
de la neofobia. Dicha estructura tiene un papel importante en el
condicionamiento aversivo a los sabores, debido a que presenta una mayor
liberacion de glutamato que la CI tras la inyeccion ip de LiCl {Miranda MI,
Ferreira G, Ramirez-Lugo L, Bermudez-Rattoni F. 2002}. Sin embargo no se
sabe si esa liberacion de glutamato también participa durante la atenuacion

de la neofobia.
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Figura 19. Inhibicion de los receptores mGIuR | con AIDA en Cl durante la adquisiciéon del CAS.

A) Muestra el consumo de sacarina 0.1% durante la adquisicion (primer presentacién del sabor
novedoso). B) Segunda presentacion del sabor nuevo una vez asociado al irritante gastrico (LiCl) o no, en
el caso de inyecciéon ip de NaCl. No se abate el CAS cuando se inyecta bilateralmente AIDA en Cl tiempo
0 tanto durante la adquisicién como durante la prueba de la tarea.
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5.6. Experimento 5 “Probable participacion de los
MGIuR | en Amigdala durante la AN”".

Considerando la importancia de la ABL en la memoria gustativa, se hizo
un estudio en esta estructura para ver si estan involucrados de igual forma los

receptores metabotropicos de glutamato tipo I, como se observa en la tabla 5.

Tabla 5. Inhibicion de los mGluR I en ABL & en CI durante la formacion de la
memoria apetitiva en AN.

Grupo No. Nombre Droga Tiempo (min) | Efectos en
individuos de inyeccion | la memoria
Experimental 10 AIDA 0" ABL AIDA 0’ Ninguno
Experimental 7 AIDA 0’ CI AIDA 0’ Favorece
Control 10 ACSF 0’ Vehiculo 0’ Ninguno

5.6.1. Resultados.

Como se denota en la grafica 20 y es corroborado por la ANOVA, no hay
diferencias significativas entre los grupos durante la neofobia (F2,28= 0.711, P =
0.4999). En la atenuacion de la neofobia, el grupo al que se le inyecté AIDA en
el tiempo cero en ABL y el control en la misma estructura no presentan
diferencias significativas, en contraste si las hay entre AIDA tiempo O minutos

en CI con respecto a los otros dos grupos. F228=4.9114, P = 0.0148.
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Figura 20. Inhibicién de los receptores mGluRI con AIDA en ABL, durante la formacién de la memoria
gustativa apetecible en la AN, como ocurre en Cl.
A) Muestra el porcentaje de consumo de sacarina al 0.5%, durante la neofobia. B) Porcentaje de consumo
de sacarina durante la atenuacién de la neofobia.

A continuacion se presenta en la figura 21, un compendio de los
resultados obtenidos en los experimentos anteriores de AN, donde se observa
los efectos que tiene la sobre activacion o la inhibicion de los receptores

mGIluR I en CI, durante la formacion de una memoria apetecible en ratas.
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En el tiempo “O minutos” durante la neofobia no hay diferencias
significativas entre el grupo control (ACSF), glutamato, AIDA y AIDA &
Glutamato (Fs46 = 0.249), mas en la atenuacion de la neofobia se observan
cambios significativos entre estos grupos (Fz46 = 6.355; p< 0.01). Mientras el
grupo tratado con glutamato presenta un detrimento en la ingesta de
sacarina, AIDA la incrementa con respecto al control p< 0.05 y el grupo
tratado con AIDA & Glutamato no muestra efectos significativos al compararse
con el grupo control.

De igual forma se observa una respuesta normal (sin diferencias
significativas) durante la neofobia entre los grupos inyectados 30 minutos
después; control (ACSF), Glutamato (Glu 30), AIDA (AIDA 30) y AIDA con
Glutamato (AIDA & Glu 30) (F341 = 1.082). Durante la atenuacion de la
neofobia si hay diferencias significativas en estos grupos (F341 = 5.016; p<
0.01). El grupo al cual se le inyecté glutamato 30 minutos después de la
ingesta de sacarina muestra detrimento de la memoria apetecible (presenta
todavia neofobia), en tanto el grupo manipulado con AIDA tiene una
facilitacion de esta (atentia mas rapido la neofobia) en comparacion con el
grupo control (p< 0.05). El grupo AIDA & Glu 30 no tiene diferencias
significativas con su control, ni tampoco el grupo glutamato inyectado 60
minutos después, el cual fue comparado con su respectivo grupo control
mediante una prueba de “¢” no pareada (t 26 = 0.319).

En la figura 21 se muestra un resumen de los efectos provocados por la
estimulacion e inhibicion de los receptores mGIluR I en CI a diferentes tiempos

durante la formacion de una memoria gustativa apetecible.
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Figura 21. Diferentes efectos del glutamato, AIDA y AIDA/Glutamato inyectados en Cl antes,
inmediatamente después de la primera presentacion del sabor, a los 15, 30 o 60 minutos después
durante la AN.

La linea gris representa el promedio de los grupos controles con un p<0.05. A) Muestra el porcentaje de
consumo de sacarina al 0.5%, durante la neofobia. B) Porcentaje de consumo de sacarina durante la
atenuacién de la neofobia.

6.DISCUSION.

Durante el procesamiento de la memoria hay cambios en cuanto a la
comunicacion neuronal que puede dar como resultado modificaciones
citoarquitectonicas de las mismas, con el fin de formar una via rapida o trazo

que modifique la entrada y salida de informacion, ya sea, ante subsecuentes
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estimulaciones o ante otros procesos mnemoénicos, como la evocacion. En la
actualidad, se conocen las estructuras cerebrales que implicadas en el sistema
gustativo, asi como las estructuras involucradas en la formacion de la
memoria gustativa, (ver apéndice I) y se ha observado que en varias de estas,
se activan genes de expresion temprana, como c-fos, {Yasoshima Y. et al. 2006}
ademas hay sintesis {Rodriguez-Ortiz C. J. et al. 2005} y fosforilacion de
proteinas {Berman D. E. et al. 2000}, {Rosenblum K. et al. 1997} que modifican
la respuesta neuronal ante subsecuentes presentaciones del sabor novedoso.

En la CI principalmente se han evidenciado estos cambios y se han
reconocido los neurotransmisores con sus respectivos receptores que son
indispensables en el reconocimiento de nuevos sabores, sabores familiares
apetecibles y aversivos {Miranda M. I. et al. 2000}, {Berman D.E. et al. 2000}, {
Bermudez-Rattoni F. et al. 2004}.

En el presente estudio se observo que la infusion de glutamato, en la CI,
tanto inmediatamente después de haber ingerido por primera vez un sabor o a
la media hora, se produce un estado de no familiaridad (mantenimiento de la
novedad) al sabor en subsecuentes presentaciones, pero no cuando se
estimulan a los quince o sesenta minutos después de haberlo probado. La
inhibicion de dichos receptores, durante la misma ventana de activacion que
el glutamato, favorece la atenuacion de la neofobia, mas no afecta la conducta
hiponeofagica, es decir, no altera la percepcion del nuevo sabor, y en cambio,
favorece la adquisicion del nuevo aprendizaje. Si se inyecta un combinado de
glutamato y AIDA (el inhibidor de los mGluR1) se nulifican sus efectos, por
tanto se obtiene una atenuacion de la neofobia normal.

Dicho patron podria significar que la formacion de la memoria gustativa
apetecible es labil por lo menos en dos tiempos donde la modulacion por los
mGIluR I es crucial para clasificar un sabor. Cuando estan inactivos se vuelve
apetecible (familiar) y por el contrario, si estan activos se mantiene como
novedoso. Dicho de otra forma, la sobre activacion de los receptores
glutamatergicos produce un aumento del ruido sinaptico y por ende

alteraciones en la memoria {Maciejak P, et al. 2003}.
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Miranda y colaboradores {Miranda M.I. et al., 2002} encontraron al hacer
microdialisis, tanto en CI como en amigdala, un aumento significativo de
glutamato en presencia de un irritante gastrico y si se inyecta glutamato (2ug)
intracortical, se expresa una fuerte aversion al sabor, es decir, el glutamato
esta involucrado en la formacion de la memoria gustativa aversiva. En mi
experimento, se observa que los mGIuR 1 no estan involucrados (o no
significativamente) en la aversion a los sabores, segun los datos obtenidos en
el CAS. No en tanto, si tienen un valor importante en la memoria gustativa
apetecible y en particular durante la adquisicion y consolidacion de esta, ya
que se modifica la conducta de atenuaciéon a la neofobia cuando se inyecta
glutamato o el antagonista de los mGIuR 1 una vez adquirida la memoria, esto
es inmediatamente después de haber consumido sacarina 0.5% por primera
vez (tiempo O minutos o 30 minutos después de la adquisicion) (posiblemente
durante la consolidacion de dicho aprendizaje). Cabe destacar que la
estimulacion con dichos farmacos no afectan la deteccion del sabor, puesto
que al inyectarse 15 minutos antes de percibir el sabor novedoso, no modifica
la neofobia. Segun resultados de Schachtman y colaboradores, el CAS es
abatido por la inyeccion ip del antagonista para los receptores mGluR 5
(MPEP) y no de los mGluR 1 (AIDA) {Schachtman T. R. et al. 2003}, de igual
forma, cuando son inhibidos los mGluR I en CI no se bloquea el CAS {Escobar
M. L. Alcocer I. & Bermudez-Rattoni F. 2002}. Lo cual podria sugerir que los
mGIluR 5 actian en el CAS mientras que, de acuerdo a mi investigacion, los
mGIluR 1 en CI, estan involucrados en los procesos mnemonicos del
aprendizaje gustativo apetecible (atenuacion de la neofobia) y tienen dos fases
de accion, una durante la adquisicion y otra en la consolidacion del
aprendizaje.

Con respecto a la participacion del glutamato en dos tiempos distintos,
fenomenos parecidos acontecen en otros trabajos como el de Ferreira y
colaboradores {Ferreira G. et al. 2002} quienes sugieren que hay activacion de
los receptores de NMDA en CI, durante el consumo del estimulo gustativo

novedoso y nuevamente durante la percepcion del irritante gastrico o aversivo.
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Estas ventanas de activacion suceden en otros casos como en la
fosforilacion de tirosinas en CI después de la ingestion de un sabor nuevo, solo
que esta permanece encendido por tiempos bajos (de minutos a horas)
{Rosenblum K. et al. 1995}. Asi como durante la consolidaciéon de una tarea
denominada condicionamiento contextual al miedo, en la cual hay
fosforilacion de las proteinas ERK1/2 y CREB de 0-1 hora y de 9-12 horas
{Trifilieff P. et al. 2006}. En otras palabras, el comportamiento de la activacion
de proteinas en dos fases distintas, durante la formacion y consolidacion de la
memoria es observada en varios protocolos conductuales.

Eckert y Racine sugieren que los mGluR 1 estan involucrados en la
formacion de metaplasticidad (un proceso que induce cambios nimios en la
sinapsis, no detectables electrofisiologicamente, pero permite subsecuentes
cambios en el sistema) que favorece la facilitacion de la memoria y de la
induccion del LTP {Eckert MJ, Racine RJ. 2004}. Ademas Maciejak P. y
colaboradores han encontrado que los mGIluR 1 participan en la consolidacion
de la memoria de condicionamiento al miedo {Maciejak P, et al. 2003}. Al
suministrar en el hipocampo el antagonista de los mGIluR 1, AIDA, tanto el
agonista como antagonista de mGluR 5 (CHPG y MPEP respectivamente) una
vez adquirido el condicionamiento al miedo, hay un incremento de la conducta
de congelamiento en el grupo inyectado con AIDA, es decir hay una facilitacion
de la memoria, en tanto, los agonistas y antagonistas de mGluR 5 no
produjeron ningun efecto. También demuestran que la presencia de AIDA en
hipocampo decrece significativamente la expresion de c-fos en el giro dentado y
CA1l durante el periodo de tiempo correspondiente al incremento del
condicionamiento a la conducta de congelamiento. Cabe destacar que la
expresion de c-fos esta involucrada en la deteccion de la novedad e implicada
en aprendizaje y reconocimiento de nuevos eventos cognitivos.

Los resultados emanados en este trabajo de memoria gustativa,
coinciden con los datos obtenidos por Maciejak P y colaboradores, lo que
sugiere que la falta de activacion de los receptores mGluR 1 esta asociada a la
pérdida de novedad del estimulo gustativo, formando una memoria gustativa

apetecible. Por otro lado, los mGIluR 5 —-segun Schacman- participan en la
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formacion de la memoria gustativa aversiva, sin embargo esto ultimo habria
que confirmarlo al inyectar bilateralmente en CI y amigdala bajo las mismas
condiciones que en el presente estudio, puesto que ellos los aplican intra
peritoneal, por tanto no son tan especificos pues afectan a todas las

estructuras cerebrales y a 6rganos.
7.CONCLUSION.

e Los receptores mGluR I participan negativamente o requieren estar
inactivos en la formacion y/o consolidacion de la memoria gustativa
apetecible.

e Los receptores mGluR I podrian estar ejerciendo una regulacion negativa
sobre los receptores tipo NMDA, asi como también con los
AMPA /Kainato y/o tener intercomunicacion cruzada (cross talk) con
receptores de ACh, los cuales estan ampliamente involucrados en
procesos de memoria gustativa apetecible.

e Los receptores metabotropicos de glutamato tipo I no afectan el
procesamiento del estimulo gustativo puesto que se observa una
conducta hiponeofagia a la sacarina (0.5%) en la primera presentacion,
pero si se aprecian modificaciones en la adquisicion y la consolidacion
de la memoria apetecible, porque al inyectar AIDA en CI inmediatamente
o a los 30 minutos después de haber consumido el sabor novedoso, se
observa una mejora en la formacion de la memoria apetecible.

e Con los elementos antes senalados es posible considerar futuros
trabajos de investigacion que nos permitan escudrinar en las funciones
de los receptores metabotropicos de glutamato, asi como la observacion
sobre las distintas interacciones de los receptores en cuanto cascadas
intracelulares para producir procesos de plasticidad sinaptica y
neuroproteccion de las células neuronales.

e Los experimentos presentados permiten dar cabida a otras

investigaciones de enfermedades neurodegenerativas como demencias,
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Sindrome de Alzheimer, epilepsias, excitotoxicidad, esquizofrenia y la

esclerosis multiple.
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Apendice I. Vias del procesamiento de la informacion gustativa.

NUcleo del Tracto Solitario (NTS) o Fasciculo Solitario.

La informacion gustativa, al igual que la visceral, respiratoria y
pulmonar viajan del NTS al nucleo parabraquial. La gustativa es transportada
de forma ipsilateral rodeando al brachium conjunctivum hasta la region
posteromedial y lateral. {Reilly S. 1999}, {Karimnamazi H. et al. 2002}. Sin
embargo, algunos estudios electrofisiologicos y con técnicas de doble marcaje,
demuestran que en la region Waist (region gustativa), se encuentra el 15% de
la poblacion de neuronas transportadoras de informacion visceral. Por otro
lado, se encontro actividad orosensorial de la cavidad oral posterior, en la
region rostral y lateral correspondiente a la parte visceral {Karimnamazi H. et

al. 2002}.
NUcleo Parabraquial (NPB).

El nucleo parabraquial podria ser la primer area donde se procesa la
informacion gustativa y visceral, segin investigaciones de John-Paul Baird et
al. (2001). Puesto que células gustativas registradas electrofisiologicamente en
el NPB fueron coactivadas o moduladas por distension gastrica. También
encontraron inhibicion de algunas pocas células gustativas a partir de
diferentes estimulaciones gastricas con infusion intragastrica lipidica, infusion
de glucosa, glucagon e insulina, que imitan los procesos de saciedad.

El NPB transporta la informacion por medio de dos rutas, una, se
conecta bilateralmente con la region Parvicellular del nucleo talamico
ventroposteromedial (nucleo gustativo del talamo) {Paxinos G. & Watson C.
1995} que a su vez proyecta a CI; y al nucleo parasubtalamico en el cual
confluye informacion gustativa y visceral del nervio glosofaringeo y vago,
provenientes del NTS. El Nucleo parasubtalamico, también manda Ila

informaciéon a la CI. {Goto M. & Swanson L. W., 2004}.
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La otra via es por medio del sistema limbico conectandose con la ACe
{Sakai N., & Yamamoto T., 1999}, nucleo de la estria terminalis del talamo,
hipotalamo lateral y substancia inominata. Todas estas estructuras envian la

informacion a la CI {Reilly S.,1999}.

Proyecciones del Nucleo Parabraquial al Nucleo del Talamo Gustativo

El NPB envia axones al talamo ventroposteromedial parvicellular o
talamo gustativo de forma bilateral, al igual que al nucleo parasubtalamico
cuya funcion es modular la respuesta digestiva y metabolica, puesto que
adquiere informacion del nucleo parasimpatico preganglionico del cerebro
medio, de los nucleos motores orofaciales, aferencias viscerales y gustativas
del NTS y NPB e informacion olfativa a través de la amigdala {Goto M. &
Swanson L. W., 2004}.

Las proyecciones del talamo ventroposteromedial pasan
rostrolateralmente a través de la zona inserta en la cual pueden formarse
algunas sinapsis colaterales, y entra en la cdpsula interna. Continua
avanzando a través del tercio ventral del caudado-putamen arribando a la
capsula externa, penetra las capas profundas de la corteza hasta llegar al
claustrum al cual lo rodea y termina finalmente en la CI localizada en la region
dorsal del surco rhinal por donde cruza la arteria media cerebral {Paxinos G. &
Watson C. 1995}.

De igual forma el ntcleo parasubtalamico manda axones ipsilaterales a
la CI region agranular, a la BLA region caudolateral, ACe parte medial, parte
ventral capsular y en la periferia de la lateral. También tiene algunas
proyecciones a la corteza entorhinal {Goto M. & Swanson L. W., 2004} y al
globus pallidus, el cual tiene conexiones reciprocas con la corteza prelimbica y
la CI agranular region dorsal y es muy importante en la regulacion de la
ingesta {Brog JS, et al. 1993}.

Por otra parte, el talamo mediodorsal y subcomisura ventral tegmental
tiene comunicacion bidireccional con el nucleo accumbens, con la corteza

orbital lateral e insular agranular ventral. Recibe proyecciones de la corteza
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piriforme y las manda de igual forma a la CI. Asi mismo, interacciona con al
corteza olfativa primaria y nucleos corticales de la amigdala y corteza orbital
medial {Ray J. P. & Price J. L., 1992}.

Proyecciones del NPB al sistema limbico (cerebro anterior), las
conexiones son bidireccionales y se ha visto que en amigdala, hipotalamo
lateral y CI, se modulan las respuestas gustativas del NPB y NTS.

Muchos axones del NPB se extienden ventrolateralmente a través de la
zona inserta y la capsula interna para distribuirse ampliamente en el cerebro
anterior ventral, con el cual tiene conexiones ipsilaterales, principalmente con
el area gris ventrolateral a central en el paquete tegmental dorsal y algunos en
ventral, también tiene conexiones con el tracto tegmental central lateral. Los
fasciculos ventrales los manda a la sustancia Nigra parte compacta y
continian rostrolateralmente a través del hipotalamo posterior lateral,
evitando al nucleo subtalamico y el pedunculo cerebral. De igual manera,
tiene contacto con la ACe subdivision medial, la parte ventrolateral del nucleo
basal parvicellular , nucleo basomedial y accesorio {McDonald A. J., 1999}.

Las porciones celulares mas dorsales se comunican con el talamo para
terminar densamente en la extremidad medial del nucleo posteromedial
ventral y se pierden en el parafascicular central medial, entre otros nucleos de

la linea media {Paxinos G. & Watson C. 1995}.

Estria terminal del talamo

La estria terminal del talamo es una estructura perteneciente al cerebro
medio, cuya funcion (junto con la amigdala) posiblemente esté involucrada en
la asociacion o integracion entre un estimulo gustativo con uno visceral {de la
Torre-Vacas L & Agliero-Zapata A., 2006}. Recibe proyecciones del NTS rostral
y medial y del NPB medial y manda gran cantidad de las proyecciones al
nucleo accumbens region caudal, algunas de estas fibras contintian en la
region ventromedial del nucleo accumbens y rostral, para terminar en las

capas profundas del tubérculo olfativo y en el extremo rostral del nucleo septal
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lateral. Algunas otras fibras que llegan al nucleo accumbens son enviadas a la
sustancia innominata caudal.

La ACe recibe fibras de la estria terminalis/ansa peduncularis tanto en
region ventral y medial. Muy pocas fibras son llevadas a otras partes del
nucleo amigdalino. En tanto que la basta mayoria de las fibras de la estria
terminal region descienden a través del hipotalamo. Las fibras entran por el
hipotalamo lateral a la sustancia Innominata medial y area preoptica lateral.
Algunas de las eferencias contintian al nucleo hipotalamico paraventricular
llegando hasta el pedunculo cerebral. También llegan al VTA. Todas estas
estructuras tienen una gran relevancia en el control de la actividad motora
orofacial.

El estriado region anterolateral inerva también al Estriatum olfativo,
parte del sistema estriatopalidal dorsal y sistema neuroendocrino cuyas
funciones estan ampliamente vinculadas con el control de la homeostasis,
predominantemente en el sistema auténomo y en la conducta de ingestion.

Cabe destacar que dicha region del estriado, al igual que la ACe reciben
gran cantidad de impulsos provenientes de la corteza gustativa, visceral y
olfativa, corteza prefrontal (infralimbica y prelimbica), corteza entorhinal,
hipocampo y algunas cortezas relacionadas con el sistema auditivo, visual y

somatosensorial.

Nucleo accumbens

El nucleo accumbens esta involucrado en funciones de locomocion,
ingesta {Sangeeta M. et al., 2004}, motivacion y respuesta de reforzamiento
{Kirouac G. J. & Ciriello J., 1997}. Es parte del estriado ventral {Kirouac G. J.
& Ciriello J., 1997}, localizado en la parte rostrobasal del cerebro medio;
rostralmente delimita con el nucleo endopirhiforme dorsal y con la corteza
orbital region ventral y caudalmente con los nucleos estria terminal del
talamo. Anatomicamente se divide en dos subnucleos:

Nucleo accumbens central que rodea a la comisura anterior y a su vez es

cubierta por el otro subnucleo del accumbens, el laminar o periférico (Shell), el
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cual colinda dorsolateral con el caudado-putamen {Paxinos G. & Watson C.
1995}.

Nucleo accumbens recibe informacion del sistema limbico, asi como de
corteza prefrontal (prelimbica, infralimbica, y cingulada), hipocampo (laminar
a partir del subinculum ventral y el subnucleo central del subinculum dorsal)
y BLA, Basomedial {Helm K. A., et al 2003}, {Kirouac G. J. & Ciriello J., 1997},
{Brog JS et al. 1993}, globus pallidus ventral, aferencias dopominérgicas del
mesencéfalo ventral, VTA y talamo paraventricular, nucleo talamico
intralaminar y medial {Kirouac G. J. & Ciriello J., 1997}.

Cabe destacar que la informacion proveniente del nucleo amigdalino
basal accesorio es de origen sensorial multimodal primordialmente auditiva y
visceral. Estos impulsos llegan a los dos subnucleos, pero el laminar los
manda al VTA lateral, mientras que el central a la sustancia Nigra {Wright CI,
et al. 1996}.

Algunas de las inervaciones provenientes del hipotalamo llevan
informacion visceral, por lo que, puede estar involucrado en el procesamiento
de la informacion gastrica {Sangeeta M. et al., 2004}.

Ambos subnucleos tienen proyecciones con estructuras involucradas en
procesos de motivacion y emocion, como el sistema limbico (sustancia
Innominata, nucleos de la estria terminal del talamo y materia gris del
periacueducto), corteza prefrontal, ademas de tener comunicacion con
estructuras que participan en la transmision y codificacion de la informacion
viscero-sensorial, como el caso del nucleo paragigantocellular lateral, el nucleo
reticular lateral de la formacion reticular de la médula ventrolateral y del NTS
medial y caudal {Kirouac G. J. & Ciriello J., 1997}; con cortezas relacionadas
con memoria gustativa, CI agranular (en accumbens laminar medial y lateral,
asi como en el subnucleo central), corteza entorhinal lateral (en laminar lateral
y central) y aigdala basal {Brog JS et al. 1993}. Tiene comunicacién con otras
estructuras como area hipotalamica lateral rostrocaudal {Helm K. A., et al
2003}, hipocampo (subinculum, CA1l y la porcion caudodorsal) {Brog JS et al.
1993}. Investigaciones Ramirez-Lugo y colaboradores en 2006, muestran que

el nucleo accumbens tiene una importancia significativa en la formacion de la
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memoria gustativa. Al inhibir los receptores muscarinicos antes de la
adquisicion del estimulo gustativo en el subnucleo periférico, se abaten tanto
la formacion de la memoria apetecible como aversivo. Por otro lado, si se
inhiben los receptores tipo NMDA en ambos subnucleos se evita la formacion
de la memoria aversiva y no apetecible {Ramirez-Lugo L, Zavala-Vega S &
Bermudez-Rattoni F. 2006}.

El subnucleo central de tiene aferencias con estructuras que participan
en mecanismos motores voluntarios, como son de los ganglios basales
(pallidum ventral, nucleo subtalamico y sustancia nigra) por lo que se ha
involucrado en estas funciones {Kelley A. E., 2004}, {Helm K. A. et al., 2003}.

El subnucleo laminar (Shell recibe informacion gustativa y visceral del
NTS y de forma indirecta recibe informacion de la corteza gustativa a partir del
NPB y talamo. También pueden provenir de la amigdala de forma directa o
indirecta por dos vias. La primera es a partir de la ruta NTS -NPB - amigdala
central (ACe), VTA — accumbens. Por la otra es por CI — amigdala basolateral
(ABL) — accumbens {Kirouac G. J. & Ciriello J., 1997}.

El nucleo accumbens laminal, tiene comunicacion con el hipotalamo
lateral que parece ser importante para controlar la conducta de motivacion, al
igual de la corteza piriforme e infralimbica {Kelley A. E., 2004}, {Helm K. A. et
al., 2003}. Por otra parte, recibe informacion del estriado ventral (area de la
obesidad), por lo que se sugiere que esta involucrado en el control de la
ingesta. Este subnucleo envia informacion a la region limbica subcortical,
hipotalamo lateral, VTA, pallidum ventral ventromedial y a los centros

autonomos del tallo cerebral {Kelley A. E., 2004}, {Helm K. A. et al., 2003}.

NUcleo Magnocellularis

Una de las vias de comunicacion ajenas a las relacionadas con la
transmision de senales gustativas y viscerales es la presente estructura. El
nucleo basal magnocelularis o de Meynert en primates {Mogenson GJ et al,
1983}, provee de acetilcolina a todo el manto cortical, amigdala, talamo,

hipotalamo y globus palidus.
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Estas proyecciones que también envia a la corteza, pueden participar en
la regulacion de la activacion de esta estructura que influye de forma indirecta
en la formacion de una conducta ante un estimulo y en procesos de memoria y

aprendizaje {Miranda M. [.& Bermudez-Rattoni F., 1999}.

NUcleo Hipotalamico Lateral

El nucleo hipotalamico paraventricular y lateral, se encuentra implicado
en procesos de alimentacion {Wang C. et al 2001}, integra las senales
fisiologicas relacionadas al control y almacenaje de energia, es capaz de
controlar la necesidad de consumo de un alimento con caracteristicas
particulares en cuanto a proteinas, carbohidratos y acidos grasos,
dependiendo de la escasez de estos en el cuerpo. Algunas de las vias de
comunicacion del hipotalamo son a través de las proyecciones bidireccionales
del NTS, NPB, corteza, ACe y algunos nucleos del cerebro anterior ventral
como es el caso del talamo, cuyas funciones son cruciales también para la
regulacion de la homeostasis, ingestion, motivacion y memoria gustativa.

En varios estudios se ha observado que la activacion del hipotalamo es
facilmente modificado por senales tales como distension gastrica,
hiperosmolaridad, aumento de los niveles de insulina y de glucosa en sangre,
almacenaje de energia, utilizacion de la misma y expectacion de saciedad.
Dicha modificacion en la actividad del hipotalamo por efecto de la saciedad
produce, entre otras cosas, la regulacion de la actividad de neuronas
gustativas del NTS, que coincide con la suspension de la ingesta. La lesion de
esta estructura provoca hipofagia en el individuo, llevandolo hasta la anorexia.
{Wang C. et al. 2001}. Por ello, ha sido considerado como una de las
estructuras mas importante en donde se lleva a cabo la representacion del
hambre, algunas de las estructuras con las que participa en esta tarea son el
periacueducto ventrolateral de la materia gris, nucleo talamico paraventricular
y corteza prefrontal medial {Sewards TV & Sewards MA., 2003}.

El hipotalamo en presencia de un estimulo gustativo neofobico activa las

vias de norepinefrina principalmente en la region paraventricular, de manera
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simultanea que se activan en tallo cerebral produciendo una conducta de
alerta. Por otro lado, el hipotalamo puede ser activado por medio del sistema
simpatico produciendo una liberacion de epinefrina a partir de compuestos
adrenérgicos lo cual lleva a un incremento de glucosa en la sangre, incremento
del metabolismo y mantenimiento de un estado de alerta {Dennis A.et al
2002}. También dicha estructura cerebral esta involucrada en procesos de

deteccion de sabores aversivos {Helm K. A. et al., 2003}.

Amigdala

La amigdala es una estructura muy importante, puesto que esta
involucrada en el desarrollo de conductas asociadas con factores emocionales
y motivacionales, asi como en mecanismos de memoria y aprendizaje.

Se localiza en la parte anteromedial del loébulo temporal, sobre el
estriado y anterior a la porcion ventral de la formacion hipocampal y esta
formado por los siguiente nucleos:

Nucleo amigdalino basolateral, nucleo amigdalino intercalado,
periacueducto gris y nucleo amigdalino central {McDonald A. J., 1999}.

La amigdala recibe proyecciones con informacion sensorial del talamo y
diversas cortezas sensoriales (auditiva, somatosensorial, visual y olfativa),
incluyendo a la corteza prefrontal y perhirinal. De igual forma, tiene amplia
comunicacion con estructuras del cerebro medio y anterior tales como,
hipocampo, hipotalamo, nucleos de la estria terminal del talamo y tallo
cerebral que son areas importantes para el desarrollo de una respuesta
conductual puesto que activan centros autéonomos y endocrinos. Estudios
electrofisiolégicos y farmacologicos corroboran el hallazgo anatémico, siendo
asi, la amigdala es considerada una estructura muy importante en la
formacion de asociaciones entre estimulo sensorial y eventos biologicamente
importantes para el organismo que implican cambios conductuales en cuanto
a motivacion o reacciones emocionales. Por ejemplo, esta involucrada en

procesos biolégicos como dormir y despertar, orientacion, conductas aversivas,
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respuesta ante un castigo o recompensa, conducta de ingesta, reproduccion y
cuidado maternal {McDonald A. J., 1999}.

El nucleo amigdalino tiene muchas proyecciones al estriado, estructura
que tiene un papel muy importante en el desarrollo de respuestas
conductuales. Dicha trama tiene su origen en la amigdala basolateral y se
aloja mayoritariamente en la region ventral y medial del estriado, incluyendo
al nucleo accumbens.

Por otro lado, la ACe manda informacion autonomica, somatica,
sensorial y endocrina al hipotalamo y tallo cerebral a través de la estria
terminal del talamo.

La amigdala tiene una amplia comunicacion con el manto cortical,
preferentemente de forma ipsilateral; esta conexion cortico—amigdalina, lleva
informacion sensorial, emocional y motivacional a todo el manto cortical.

Con respecto a las vias sensoriales, recibe informacion olfativa a traves
del bulbo olfativo {McDonald A. J., 1999} y de la corteza pririforme a la
amigdala lateral y nucleo geniculado {Phillips A. G., et al. 2003}. Que a su vez
mandada al talamo parasubtalamico {Goto M. & Swanson L. W. 2004}.

La informacion gustativa llega a la ACe de forma directa del NTS e
indirectamente del NPB, sin embargo la mayoria de la proyecciones que recibe
la amigdala tanto de estas estructuras como de la CI anterior, llegan de la
amigdala basolateral y del nucleo cortical de la amigdala, los cuales también

tienen relevo en la ACe .

Corteza insular (Cl).

La CI en el cerebro de ratas se encuentra en la superficie lateral del
hemisferio cerebral, en la region dorsal al surco rhinal rostral a la corteza
perirhinal, por donde cruza la arteria cerebral media.

La CI colinda en la region rostral con la corteza orbital, caudalmente con
la corteza perirhinal, lateral con claustrum y cuerpo calloso (capsula externa);

en la parte ventral con el surco rhinal y la corteza periforme y dorsal con la
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corteza somatosensorial I en la parte dorso rostral, en dorso caudal con la
corteza somatosensorial II y mas caudal con la corteza temporal.

Histologicamente se divide en tres regiones, agranular, disgranular y
granular (ver figura 22). La region mas ventral (disgranular y agranular) esta
relacionado con el sistema gustativo {Yamamoto T. et al. 1987}, {Yamamoto T.
et al. 1988}, principalmente en la parte rostral {Cechetto D.F. & Saper C. B,
1987}. En la region dorsal (en la capa granular) se encuentran neuronas con
actividad termo receptiva de la lengua, asi como neuronas tactiles de la lengua
en la porcion limitrofe con la corteza somatosensorial {Sewards T. V. 2004}. En
la capa granular region caudal, se encuentran las neuronas viscero-
sensoriales {Paxinos G. & Watson C. 1995}.

Estudios electrofisiologicos hechos por Yamamoto y colaboradores,
muestran que la CI disgranular presenta caracteristicas diferenciales en
cuanto a respuesta a la estimulacion por medio de un sabor determinado. Las
neuronas que se estimulan preferentemente con un sabor dulce se encuentran
en la parte rostral y con sabores amargos, como la quinina, primordialmente
en la region caudal y en la region granular. Las neuronas estimuladas tanto
por sabores salados como acidos se encuentran dispersas {Paxinos G. &
Watson C. 1995}.

Otros experimentos realizados por el mismo grupo demuestran que
pueden reconocerse dos tipos de neuronas. Tipo I (sensoriales) responden con
un incremento de descargas ante uno o mas sabores independientemente de
que sean aversivos o no. Tipo II (hedodnicas), neuronas encontradas
principalmente en la region dorsal y caudal, algunas son excitadas ante un
estimulo gustativo apetecible como el azucar y su actividad decrece conforme
este va siendo mas aversivo. Otras células tipo II se activan con sabores
aversivos y se inhiben con apetecibles {Yamamoto T., et al.,1989}.

Por lo tanto la CI es una estructura importante tanto para la deteccion
del sabor como de los efectos viscerales posteriores y también juega un papel
importante en la asociacion de dichos estimulos. También recibe informacion

olfativa, sensorial, auditiva y visual por medio de otras areas, por lo que se le
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ha considerado una estructura multimodal. Recibe informacion de las
siguientes estructuras:

El nucleo accumbens inerva a la CI primordialmente a la region rostral,
a partir del subnucleo central y laminar lateral {Brog JS et al. 1993}. También
del nucleo talamico ventroposteromedial region parvicelular, amigdala y areas
corticales adyacentes como prefrontal, entorhinal, perirhinal y corteza
prelimbica.

Estudios de fMRI en humanos muestran una convergencia entre
estimulos gustativo y olfativo en la region agranular anterior de la CI, en la

region caudal de la corteza fronto-orbital y en la corteza cingulada anterior.
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Figura 22. Regiones de la Corteza Insular (CI).

A) Representacién esquemadtica de neuronas sensoriales térmicas y gustativas de la lengua en CI. El
tridngulo, simboliza la distribucién tactil; el cuadrado, los receptores térmicos; y la estrella, respuesta
gustativa de la lengua.

La linea intermitente muestra el limite con el surco Rhinal y la linea punteada representa el limite ventral
de la capa granular. B) Esquema de la corteza cerebral, plano lateral. El area sombreada muestra la
regién dis-granular de la Cl (corteza gustativa). Al, corteza insular agranular; Gl, corteza insular
granular; LF, corteza lateral frontal; OLB, bulbo olfatorio; PIR, corteza piriforme; Prh, corteza perirhinal;
SI, corteza soma-tosensorial primaria; Sll, corteza somatosensorial secundaria. Imagen tomada de
Paxinos G. (1995)

Corteza prefrontal

La corteza prefrontal, al igual que la amigdala, juega un papel importante
en los mecanismos de toma de decisiones, anticipacion de una consecuencia

emocional o de motivacion, asi como en procesos mnemonicos {Pickens C. L. et
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al., 2003}. Lesiones de esta corteza por medio de farmacos, muestran un
detrimento en el aprendizaje de aversion a los sabores. Esta corteza se
encuentra entre la corteza premotora y motora en el 16bulo frontal.

La parte lateral y caudolateral de la corteza orbitofrontal es considerada
como la corteza gustativa secundaria {Rolls E. T. 2000}, {Gallagher M. et al.,
1999}, puesto que la mayoria de las proyecciones de la corteza gustativa son
enviadas a esta estructura cortical. Sin embargo, como en el caso de la CI, el
estimulo gustativo no es el lnico representado en esta zona, converge también
informacion somatosensorial a partir de las areas corticales 1,2 y SII, olfativa
de la corteza olfativa primaria y piriforme, visual proveniente de la corteza
temporal inferior {Pickens C. L. et al., 2003}.

La region mediodorsal paralaminar, proyecta al campo visual frontal en
la region anterior al surco arcuato en primates {Rolls E. T. 2004}.

La region caudal de la corteza orbitofrontal recibe informacion de la
amigdala, asi como del talamo mediodorsal y corteza olfativa; proyecta a la
corteza temporal inferior, corteza entorhinal, cingulada, preoptica, VTA,
hipotalamo lateral y ntcleo caudado {Rolls E. T. 2004}.

Algunos experimentos realizados por Rolls y cols. demuestran que en la
segunda corteza gustativa también hay una representacion especifica de cada
uno de los sabores basicos, una representacion del sabor del agua, proteinas y
estimulos astringentes como el acido taninico {Rolls E. T. 2004}.

Se ha considerado que esta estructura participa de manera importante
en la asignacion del valor hedoénico del sabor, proceso que es modificado por
factores de hambre, sed y saciedad.

A pesar de ser una estructura especial de la percepcion gustativa, no
esta exenta de recibir otro tipo de informacion sensorial, por lo que es
considerada, al igual que la CI, como una estructura multimodal en donde se
procesa las senales sensoriales, se asocian a otros estimulos y participa de
manera importante en la memorizacion de sus caracteristicas aunadas a sus
repercusiones o a estimulos de reforzamiento.

Se sabe que algunas de las células que se activan con la presencia de un

sabor, también se activan con estimulos olfativos y/o con la textura del
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alimento y por separado se activan poblaciones de células ante caracteristicas
de miscibilidad del alimento. La entrada de un estimulo olfativo es
representado en la parte lateral de la corteza orbitofrontal anterior y cuando es
congruente con el sabor, hay estimulacion de la parte medial de la misma

corteza cerebral. {de Araujo L. E., et al. 2003}.

92



Via gustativa
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Figura 23. Grafico que muestra la circuteria de la via gustativa.

Amigdala basolateral (ABL), amigdala basomedial (BM), amigdala central (BCe), estria terminal del talamo
(st), hipotalamo lateral (LH), nucleo accumbens (NAcc), nlcleo basalis Magnocellularis (NBM) cuya funcién
es regar todo el manto cortical con acetilcolina, nucleo del tracto solitario (NTS), globus pallidus (PN),
nucleo parasubtaldmico (PSTh), nicleo talamico ventro posteromedial regién parvicellular (VPMpc),
substancia /nominata (SI)
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Apendice II. Vias del procesamiento de la informacion visceral.

La informacion gastrointestinal viaja a través del nervio vago y en menor
medida por el esplacnico.

El nervio vago inerva entre otras estructuras viscerales, al tracto
gastrointestinal, desde el esfinter del eséfago, hasta el colon {Teff K. L. &
Mattes R. 2000}, {Andrews P. L. & Sanger G. J. 2002}. Llevando la informacion
a dos regiones del tallo cerebral, al nucleo Ambiguus cuya transmision es
predominantemente de mecanorreceptores y al ntucleo motor dorsal del vago
localizado en la parte media del ala gris en el piso del cuarto ventriculo, este
ultimo obtiene informacion tanto de mecanorreceptores como de
quimiorreceptores, que envia a diferentes subnucleos del NTS con
predominancia a la region caudal. {Andrews P. L. & Sanger G. J. 2002}. El
nucleo dorsal del vago también tiene comunicacion con algunas fibras
secundarias del nervio glosofaringeo, centro olfativo y vestibular que llevan,
entre otras cosas, informacion olfativa aunada a la gustativa produciendo
reflejos de salivacion, secrecion de jugos gastricos o vomito. {Frodden E. E.

1985).
Area postrema

El area postrema es considerada el nucleo emético, se localiza en la linea
media del piso del cuarto ventriculo parte caudal. Recibe proyecciones del
nervio vago de forma directa e indirectamente por via hematica, también tiene
aferencias del hipotalamo paraventricular y dorsomedial; releva la informacion
al NTS, NPB, nucleo dorsal motor del vago, nucleo ambiguus, entre otras
estructuras del cerebro medio. Este organo es muy importante en la
percepcion viscero-sensorial puesto que detecta el malestar gastrico por medio
del nervio vago, asi como las sustancias toxicas presentes en la sangre {Bures,

J., Bermudez-Rattoni F. & Yamamoto T., 1998}.

Nucleo del Tracto Solitario.
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Las aferencias gastrointestinales ocupan la parte caudal, intermedial,
central y subnucleos gelatinosos del NTS. La informacion del nervio vago
también pude provenir a través de via hematica arribando al area postrema,
un organo circunventricular sensible a las toxinas presentes en sangre, y de
ahi al NTS, formacion reticular medular y NPB.

El NTS proyecta a la formacion reticular medular (ventrolateral caudal)
incluyendo a la zona parvicellular que integra tanto informacion gustativa
como gastrointestinal. También manda informacion al NPB lateral y en menor
cantidad a la ACe (prioritariamente region lateral y medial), conectandose de
forma ipsilateral {Spray K. J. & Bernstein 1. L., 2004}.

Tiene conexiones bilaterales con el nucleo hipotalamico dorsomedial,
paraventricular y al area hipotalamica lateral importantes para la deteccion de

un sabor aversivo {Helm K. A. et al. 2003}, {Spray K. J. & Bernstein I. L. 2004;}.

NUcleo Parabraquial (NPB).

El NPB lateral recibe informacion visceral del NTS region caudal y de
area postrema y la manda principalmente a la region ventroposterolateral del
nucleo parvicellular del talamo (VPLpc), complejo talamico intralaminar, zona
inserta {Sakai N. & Yamamoto T. 1999}, hipotalamo paraventricular {resumido
por Bermudez-Rattoni F, et al. 2004b}, CI region agranular, ACe region lateral
{McDonald A. J. 1999} e hipotalamo lateral {Reilly S. 1999} {Paxinos G. &
Watson C. 1995}.

Nucleo Talamico.

El nucleo talamico dorsomedial y paraventricular lleva informacion a la
CI region agranular y al nucleo talamico paraventricular. El nucleo
paraventricular recibe aferencias del nucleo preoptico mediano y
periventricular, ventromedial y del nucleo hipotalamico dorsomedial asi como

del area hipotalamica lateral.

95



Por otro lado, el talamo ventroposterolateral obtiene informacion
propioceptivas y viscerotopicas por una via alterna al NTS y NPB, esta es por
medio del sistema Lemniscus de la columna dorso medial, localizado en la
lamina III y IV del asta dorsal, cuya funcion primordial es transmitir los
impulsos somatosensoriales y vibratorios de la piel y viscera toraxica y

abdominal {Rong P. J. et al., 2004}.

Zona Inserta.

La zona inserta, recibe proyecciones viscerotopicas del NPB lateral y las
envia al complejo talamico intralaminar y este a su vez a la ABL {Groenewegen,
H.J. & Berendse, HW. 1994}. La zona inserta también tiene comunicacion
con hipotalamo lateral y region predptica, areas involucradas en la regulacion

de la sed y hambre.

NUcleo hipotaldmico dorsomedial.

El nucleo hipotalamico dorsomedial, recibe informacion del NTS y del
NPB. Contribuye al descenso de proyecciones al NPB, complejo vagal y corda
espinal. Por otro lado, el area hipotalamica lateral, tiene proyecciones del NPB,
area infralimbica y de la CI y manda al nucleo accumbens {Mehendale S. et al.

2004).

Amigdala

El complejo amigdalino es componente indispensable para la evaluacion
de la informacion externa e interna del cuerpo; una vez que ha sido
reconocida, la amigdala puede coordinar una respuesta conductual {Wright C.
I. et al. 1996}.

La amigdala manda informacion al area hipotalamica lateral, NPB,
médula ventrolateral y NTS, mayoritariamente a la region parvicellular y en

menor proporcion a la ventrolateral {Spray K. J. & Bernstein I. L., 2004}.
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La ACe tiene conexiones con NTS, NPB, CI region agranular y el
complejo talamico posterior intralaminar (zona inserta).

Las neuronas del nucleo central region lateral responden
mayoritariamente a informacion cardiovascular, barorreceptor y visceral
provenientes de la insula granular, disgranular visceral y agranular posterior y
en menor medida la corteza periamigdalina y el nucleo basal accesorio
{McDonald A. J. 1999}, {Paxinos G. & Watson C. 1995}.

La ABL recibe informacion viscero-sensorial de CI, complejo talamico
posterior intralaminar y del nucleo central de la amigdala.

La ABL tiene algunas pocas proyecciones al nucleo accumbens central
region medial, el cual manda la informacion a la sustancia nigra region
rostral, que la envia al talamo medial y este a la corteza prelimbica, la cual
puede controlar también la activacion de centros auténomos de la médula
oblonga y tallo cerebral. En cambio, la ABL accesoria (porcion caudal), manda
dicha informacion al nucleo accumbens medial, principalmente a la region
laminar o periférica y subsecuentemente este lo envia al VTA lateral. Algunos
otros subnucleos de la ABL como el magnocellular y el parvicellular también
mandan impulsos a nucleo accumbens prioritariamente al subnucleo
periférico y este proyecta a la PAG, al area extrapiramidal del cerebro anterior
(MEA) y al VTA lateral, estructuras muy importantes en la coordinacion del

complejo motor y respuesta autonoma {Wright C. L. et al. 1996}.

Corteza insular.

La corteza insular agranular caudadodorsal, recibe informacion visceral
proveniente del talamo ventroposterolateral, ACe , estria terminal y NPB que
llevan la informacion visceral del NTS. Esta misma zona -cortical esta
relacionada con la respuesta auténoma (respiratoria, cardiovascular y
gastrointestinal), por ende tiene conexiones con PAG, hipotalamo lateral,
corteza orbital ventrolateral y lateral, estriado, nucleo pericoerulear y

subcoeruleus.
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Cabe hacer mencion que las lesiones en CI no producen cambios en la
sensibilidad gustativa ni gastrointestinal, pero si produce déficit en la
adquisicion y retencion de aprendizajes de tareas gustativas, lo que sugiere
que dicha corteza esta mas relacionada con la memoria gustativa y su
repercusion gastrointestinal {Bures, J., Bermudez-Rattoni F. & Yamamoto T.,

1998},
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Figura 24. Grafico que muestra las aferencias de la via visceral.
Amigdala Basolateral (BLA), Amigdala Central (ACe), Area Ventral Tegmental (VTA), Materia Gris
Periacueductal (PAG), Nucleo Accumbens (NAcc), Nicleo del Tracto Solitario (NTS), Nacleo Talamico

Ventro Postero Lateral Paraventricular (PaLP), Substancia Nigra (SN).
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VI. Resumen

Se sabe que el glutamato es el neurotransmisor excitador mas
abundante en el sistema nervioso central (SNC) de los cordados y que esta
involucrado en una serie de procesos neuronales como transmision sinaptica,
modulacion de la excitabilidad neuronal y metabolismo celular, involucrados
en gran cantidad de funciones y afecciones del SNC tales como coordinacion
motora, vigilia, dolor, adiccion, aprendizaje y memoria. Los receptores
glutamatérgicos se dividen en los que abren canales i6nicos (ionotropicos) y los
que activan proteinas G (metabotropicos); con respecto a los ionotropicos de
glutamato, hay muchas investigaciones que muestran una amplia
participacion de estos en procesos mnemonicos, sin embargo, hay escasa
informaciéon sobre lo que acontece con los receptores metabotropicos de
glutamato, a pesar de tener gran relevancia en mecanismos de
neuromodulacion, neuroproteccion, participacion en procesos de plasticidad
sinaptica, formacion de la memoria, entre otros.

En este trabajo se estudia como en la corteza insular (CI) denominada
también gustativa por estar involucrada en dichos procesos, participan los
receptores metabotropicos de glutamato tipo I (mGIluR I) durante la formacion
y consolidacion de la memoria gustativa que es de crucial importancia en los
animales para discriminar entre un posible alimento apetecible de uno toxico y
reconocer si dicho alimento es nuevo o ha sido consumido con anterioridad.
Se encontr6 que la micro inyeccion bilateral de glutamato en CI
inmediatamente después de haber consumido el sabor novedoso o media hora
después del mismo, aminora la formacion de la memoria apetecible, mientras
que al impedir la funcion normal de los receptores mGluR I con el antagonista
(RS)-1- aminoindano-1,5-acido dicarboxilico (AIDA), mejora de manera
significativa la formacion de dicha memoria, mas no de la aversiva. De igual
forma, cuando se microinyectan juntos el glutamato y AIDA en los tiempos
previamente mencionados, se suprimen los efectos observados previamente.

Estos resultados muestran que los mGluR I tienen dos ventanas de accion,



durante la adquisicion y consolidacion de la memoria gustativa apetecible
cuando se suministra en CI y no en amigdala que es una estructura cerebral

muy importante en la formacion de la memoria gustativa aversiva.



durante la adquisicion y consolidacion de la memoria gustativa
apetecible cuando se suministra en Cl y no en amigdala que es una estructura

cerebral muy importante en la formacion de la memoria gustativa aversiva.

1.INTRODUCCION

El estudio de la neurobiologia es un tema fascinante de las ciencias
biologicas, solo reconociendo como procesamos la informaciéon, podemos saber
mas a cerca de la evolucion de los animales, como percibimos el mundo y
porqué tenemos conductas tan parecidas con otros animales como “el comer,
copular, evitar depredadores y alimentos toxicos”. Algunas otras tan complejas
como la necesidad de crear sociedades, lenguajes, transmitir el conocimiento,
racionalizar sobre la inverosimilitud de las cosas, crear guerras, destruirlo
todo y volver a comenzar.

Todas nuestras conductas son el resultado de la funcion cerebral, por
ello varias personas se han dado a la tarea de estudiar al cerebro y sus
funciones por ejemplo, como aprendemos, como recordamos y por que a Veces
olvidamos. Los primeros estudios cientificos de la memoria fueron realizados
por Hermann Ebbinghaus (1885) quien hizo una clasificacion de la memoria a
partir de la temporalidad para recordar algo. Ramén y Cajal, quien
anteriormente habia descubierto a las neuronas y la conectividad que éstas
tienen a través de las sinapsis, en 1894 propuso que el aprendizaje no
produce proliferacion de neuronas, pero si causa un crecimiento en las
ramificaciones de las neuronas, un incremento en la conectividad y eficiencia
de la comunicacion entre estas células. En esa misma época otro trabajo muy
importante para las neurociencias lo desarrollaba Karl Wernicke. El encontré
que diferentes conductas son controladas por diferentes regiones cerebrales
interconectadas por vias neuronales {Kandel E. R. et al. 1991}. Anos mas tarde
Ivan Pavlov y Edgar Thorndike desarrollan los primeros experimentos de
memoria con animales {Milner B., 1998}. Posteriormente, William James

acuna el término de memoria a corto plazo a toda aquella que es mantenida



por varios minutos a horas, y memoria a largo plazo cuando puede ser
evocada meses o anos después de haber sido adquirida. Por otro lado, Georg
Elias Muller y Alfons Pilzecker (1900) demuestran que el aprendizaje no
induce una memoria permanente instantaneamente, sino, que requiere de un
determinado tiempo para fijarse o ser consolidada. En 1949, en pleno
desarrollo de la fisiologia, Donald Hebb postula que en la memoria a corto
plazo hay una actividad reverberante dentro de la red neuronal, que induce
cambios estructurales en las sinapsis y con ello el mantenimiento de la
memoria por mas tiempo. De igual forma tanto D. Hebb como Karl Lashley
llegan a la conclusion ese mismo ano que la memoria no reside en un lugar
especifico, sino que se encuentra distribuido en la red neuronal. Estos datos
fueron confirmados a nivel molecular con experimentos de Flexner y
colaboradores en 1963; Agranoff & Klinger un ano después y Barondes &
Cohen en 1966. Quienes demuestran que la memoria a corto plazo no requiere
de sintesis de proteinas pero si la de largo plazo {Lechner H. et al. 1999}.

Actualmente se conoce una gran parte de las estructuras cerebrales que
participan en un aprendizaje determinado y se estan identificando las
proteinas y cascadas de senales moleculares involucradas en cambios
estructurales o funcionales de las neuronas durante estos procesos.

Para abordar este conocimiento ha sido crucial tanto la observacion de
los cambios conductuales en personas con alguna alteracion neurologica,
como el desarrollo de modelos experimentales en animales que no es sino
imitar un evento determinado en la vida del animal, bajo condiciones
controladas, modificando algunas variables para ver la respuesta diferencial
ante un estimulo especificamente. Por ejemplo, para estudiar la memoria
espacio-temporal, se ocupa el laberinto de agua de Morris {Bures J, Fenton
AA, Kaminsky Y, Zinyuk L. 1997}; para memoria emocional o afectiva,
usualmente se wutiliza el procedimiento de condicionamiento al miedo
{Bermudez-Rattoni F & Prado A. R. 2001}. En el caso del estudio de la
memoria de reconocimiento al sabor se encuentran el condicionamiento
aversivo a los sabores, inhibicion latente y la atenuacion de la neofobia {Bures,

J., Bermudez-Rattoni F. & Yamamoto T. 1998}. Este ultimo tipo de memoria es

10



indispensable para la sobrevivencia de los animales, puesto que les permite
discriminar entre un agente comestible de uno que no lo es o incluso de uno
toxico a partir de previas experiencias ante ese sabor y del recuerdo de sus
consecuencias postingestionales.

Para conocer mas acerca de la memoria gustativa y los mecanismos
moleculares que lo conforman, en esta investigacion se estudia la funcion que
tiene un tipo de neurorreceptor en dos estructuras cerebrales que son muy
importantes para la codificacion de la memoria gustativa. Que seran descritas
posteriormente.

Con el objeto de apreciar con mayor detalle la importancia de este tipo
de memoria es conveniente hacer mencion sobre los conceptos y definiciones
de la memoria, asi como hacer un recuento de la evolucion del sistema
gustativo — visceral, y conocer los avances que ha habido en la neurobiologia

del sistema gustativo y visceral.

1.1. Antecedentes.

1.1.1. Aprendizaje y Memoria.

La memoria y aprendizaje son procesos biologicos muy complejos que
por medio de la adquisicion de wuna experiencia, provoca un
desencadenamiento de eventos que modifica la actividad a nivel molecular de
la neurona, produciendo eventuales cambios en su citoarquitectura, en su
comunicacion e interaccion entre estructuras cerebrales que finaliza con
cambios en la conducta del animal.

Para entender el proceso de los sistemas de la memoria y el aprendizaje,
es necesario definirlos y reconocer las clasificaciones de la memoria.

El aprendizaje se define como el proceso adaptativo que permite
adquirir nuevos conocimientos del entorno, lo cual implica una modificacion
de la forma de representar a nivel cerebral uno o varios estimulos. La memoria
es el proceso de codificacion del conocimiento adquirido previamente,

integracion al sistema neuronal, almacenaje y recuerdo.
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La memoria puede clasificarse dependiendo de sus caracteristicas en:

e En memoria a corto plazo y a largo plazo.
o] Memoria a corto plazo, es una memoria labil que dura de
segundos a horas {Kandel E. R., Schwartz J. H. & Jessell T. M. 1991}.
o] Memoria a largo plazo, es mas estable que la de corto plazo,
dura horas, meses o anos y requiere de sintesis de proteinas para su
consolidacion {Rosenblum K, Meiri N. & Dudai Y. 1993}, {Bermudez-
Rattoni F & Prado A. R. 2001}, {Kandel E. R., Schwartz J. H. & Jessell
T. M. 1991}.

e La memoria de acuerdo a la informacion que representa, procesos
cognoscitivos y las estructuras cerebrales implicadas, se clasifica en:
o] Memoria declarativa, es toda aquella que implica procesos
cognoscitivos como evaluacion, comparacion e inferencia de hechos y
eventos en estado de vigilia del animal y es posible verbalizarlo (en
personas). Es proposicional y es afectada por amnesia {Squire L. R. &
Zola S. M. 1997}. Las estructuras cerebrales cruciales para este tipo
de memoria se encuentran en el l6bulo temporal medial y region de la
linea media del diencéfalo. En particular, el hipocampo es
indispensable para este tipo de memoria.
o] Memoria no declarativa. No es proposicional y rige los
cambios en conductas de habilidad y la capacidad para responder
apropiadamente a un estimulo a través de la practica. Este tipo de
memoria incluye a la memoria de habitos, habilidades, habituacion,
sensibilizacion, condicionamiento clasico y primming o habilidad para
detectar o identificar objetos como resultado de recientes encuentros
{Squire L. R. 2004}. La memoria no declarativa incluye todo tipo de
memorias que no requieren de un proceso cognoscitivo que implique
discurrir. Estos tipos de memorias son ampliamente conservadas en
todos los animales y no son alteradas por amnesia {Milner B. et al

1998,

12



Memoria

No declarativa (implicita)

Declarativa (Explicia) procesal Priming  Condicionamiento No asociativa
(Habitos & clasico
habilidades)

Hechos Eventos

Respuesta Musculatura
emocional esquelética

Lébulo temporal medial Estriado Neocorteza Amigdala Cerebelo Vias de
Diencéfalo reflejo

Figura 1. Clasificacién de la memoria en mamiferos.
Divisién de la memoria y principales estructuras involucradas. Imagen modificada de referencia de
“Milner B., Squire L. R. & Kandel E. R. (1998)".

11.2. Tipos de memoria.

Memoria no declarativa.

Memoria de habituacion, consiste en la disminucion de una respuesta
ante un estimulo irrelevante presentado en repetidas ocasiones. Conforme el
estimulo se hace familiar hay un detrimento de la respuesta.

Sensibilizacion, por el contrario a la memoria anterior, esta aumenta la
respuesta ante un estimulo igual o similar al previamente adquirido. Por lo
general ello ocurre por situaciones tensas o nocivas.

Memoria de procedimientos (habito y habilidades) a partir de la
repeticion prolongada de una tarea como dibujar o cantar, se adquiere y
gradualmente se perfecciona hasta llegar a hacerlo automaticamente. En este
tipo de memoria el sistema cortico-estriado tiene un papel muy importante
{Squire L. R. & Zola S. M. 1996}.

Condicionamiento clasico o Pavloviano. Se refiere al aprendizaje de
asociacion de por lo menos dos estimulos, uno incondicionado o natural que

es inherente a la conducta del animal y un estimulo condicionado o artificial.
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Al ser presentado un estimulo condicionado precedido inmediatamente por el
incondicionado se genera la asociacion entre estos estimulos, de manera que
en subsecuentes presentaciones bastara con la presencia del estimulo
condicionado para obtener una respuesta condicionada.

En el caso del condicionamiento aversivo a los sabores, el estimulo
condicionado es el alimento y es asociado con el incondicionado, el malestar
gastrico, como producto de la ingestion del alimento. Por ende en las
subsiguientes exposiciones, la Unica presentacion del alimento producira una
respuesta aversiva (vomito o no ingestion) de dicha comida.

Condicionamiento operante o instrumental. A partir de una conducta
espontanea o casual se obtiene un estimulo reforzador, si esta dinamica se
mantiene, conducta determinada—obtencion de estimulo, el animal asocia
estos factores y manipula la respuesta a su propio beneficio. Por ejemplo
cuando una rata cada vez que golpea una palanca obtiene alimento, termina
por aprender que al mover de una forma determinada la palanca, siempre
obtendra su comida.

Priming o memoria perceptual, segin Tulving y Schacter es un cambio
en la capacidad para identificar o producir un articulo como resultado de
exposiciones previas al mismo {Schacter D. L. & Buckner R. L. 1998}. Se
divide en priming perceptual y conceptual:

Priming perceptual: es una modalidad especifica en la cual la
informacion adquirida (palabras, objetos o patrones) no depende de
codificacion semantica o episddica de un articulo y las personas con amnesial
pueden retenerla.

Priming conceptual: procesamiento de la informacion que es beneficiada
con la codificacion semantica. Por ejemplo, categorizar ciertas palabras como
platano, manzana y pina, a partir de una palabra genérica como “Frutas” o
como reconocer un mismo objeto con imagenes tomadas de distintos angulos o
asociar nuevas caras con nombres. Estos tipos de memoria pueden ser
afectados o no por lesiones cerebrales en estructuras que son cruciales para la

memoria declarativa, es decir en la region temporomedial y diencéfalo. Las

' Amnesia, pérdida de la memoria.
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estructuras cerebrales importantes para los priming se localizan
primordialmente en el lo6bulo temporal medial ventral como corteza temporal
inferior (area TE, perirhinal y entorhinal), asi como de la corteza prefrontal,
insular y region occipitotemporal ventral {Wiggs C. L. & Martin A. 1998},
{Schacter D. L. & Buckner R. L. 1998}.

La memoria declarativa puede ser dividida en dos subgrupos, memoria
episodica y semantica. Memoria episodica, es la memoria que mantiene
informacion especifica de la historia de vida del organismo, es decir, eventos o
episodios que ha experimentado en su devenir. Es un proceso complejo que
hace la representacion de un evento a partir de contextualizar toda la
informacion sensorial obtenida en ese momento. En tanto que la memoria
semantica se refiere al conocimiento de las cosas, incluyendo el significado del
vocabulario, conceptos y hechos. Por lo tanto es esencial para la formacion del
lenguaje, comprension, lectura y escritura, asi como reconocimiento de objetos
y de caras {Hodges J. R. & Graham K. S. 2001}.

A nivel neurobiologico, se sabe que existen regiones neuronales con
ciertos atributos, los cuales se encuentran interconectados con otros circuitos
neuronales que en su conjunto permiten el desarrollo de una respuesta ante
un estimulo determinado.

Por ejemplo, el neoestriado y el caudado son importantes para algunos
tipos de memorias cuyo aprendizaje es gradual, como la memoria de habitos y
habilidades, la amigdala para cuestiones de afecto y recompensa, el cerebelo
es esencial para el aprendizaje del condicionamiento al guino del ojo, la
neocorteza en priming y el l6bulo temporal medial en la memoria declarativa

{Squire L. R. 2004}, {Kesner R. P. & Rogers J. 2004}.

1.1.3. Fases de la memoria

La memoria por su temporalidad se divide en:
J Memoria a Corto Plazo. Desempeno de una respuesta inmediata

ante circunstancias parecidas a las ya experimentadas.
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o Memoria a largo plazo. Propiedad de recordar y evocar informacion
familiar basada en la flexibilidad, accion y patrones de
complementacion. Para su formacion y consolidacion requiere de
sintesis de proteinas, proceso que tarda experimentalmente

alrededor de ocho horas.

Las fases de la memoria son las siguientes:

o Adquisicion. Proceso de atencion selectiva ante un estimulo,
obtencion de nueva informacion.

o Consolidacion. Desarrollo de la perpetuacion de un aprendizaje
por dias, meses o anos a partir del paso de una memoria a corto
plazo a una de largo mediante sintesis proteica.

o Evocacion. Proceso de traer el recuerdo.

o Reconsolidacion. Proceso dinamico de asimilar experiencias
previas al mismo tiempo que son evocadas {Squire L. R. 2004},
{Kesner R. P. & Rogers J. 2004}, también requiere de sintesis

proteica.

1.1.4. Memoria gustativa.

Los animales tienen la capacidad para discriminar entre una posible
fuente energética de una que no lo sea o incluso de un agente toxico. Esté
caracter es ampliamente conservado y se presenta tanto en invertebrados
como vertebrados; por lo que se considera que surgié hace S00 millones de
anos {Bures, J., Bermudez-Rattoni F. & Yamamoto T., 1998}, en el periodo
Ediacarinico (Precambrico, Proterozoico tardio); practicamente en la primera
radiacion de los Metazoarios {Brusca R. C. & Brusca G. J., 2005}.

Este tipo de conducta es conocida como neofobia o mejor dicho
hiponeofagia (bajo consumo de sabores nuevos). Dicha capacidad innata
consiste en el reconocimiento de las caracteristicas fisicas y quimicas de los
nuevos posibles nutrimentos a partir de un consumo moderado en las

primeras ocasiones y si esto no tiene repercusion alguna y tiene buen sabor
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(entre otras caracteristicas fisicas), sera recordado como un alimento

apetecible y su consumo sera incrementado en subsecuentes presentaciones.
Por el contrario, si el alimento provoca molestias gastricas o algun

sintoma de intoxicacion, desarrollara en el sistema neuronal una aversion a

ese sabor, como se puede observar en la figura 2.
1.1.4.1. Memoria gustativa aversiva.

La memoria gustativa aversiva fue descrita por John Garcia y
colaboradores en 1955 f{resumido por Bures, J., Bermudez-Rattoni F. &
Yamamoto T., 1998}. Consiste en el cambio del valor hedénico? (emocional)
positivo de un sabor apetecible (estimulo condicionado) a uno negativo
(repugnante o aversivo) a partir del malestar gastrico o sistémico (estimulo
incondicionado) que este produzca una vez deglutido {de la Torre-Vacas L &
Agliero-Zapata A., 2006}. De tal forma que hay una asociacion entre el
estimulo condicionado con el incondicionado. A esto se le conoce también
como condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) {Bures, J., Bermudez-
Rattoni F. & Yamamoto T., 1998}. El grado de aversion es mayor cuando el
malestar se manifiesta unos minutos u horas (1 a menos de 24h) después de
la ingestion y conforme va aumentando el lapso de tiempo entre ambos
factores, el grado de asociacion disminuye y por ende el reconocimiento de las
caracteristicas toxicas del alimento {Nachman M. & Jones D. R., 1974},
{Gutiérrez R, et al. 2003a}. Lo cual sugiere que la informacion gustativa
permanece un tiempo relativamente largo en la memoria a corto plazo, hasta
que se reintegra con la informacion visceral proveniente del nervio vago y via
hematica, que permitira registrar al estimulo gustativo nuevo como uno
familiar benéfico, perjudicial o neutro {Bures, J., Bermudez-Rattoni F. &

Yamamoto T., 1998}.

% Valor hedénico. Cambio de las caracteristicas inherentes del estimulo gustativo, agradable o desagradable que
determinara la respuesta conductual del animal.
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1.1.4.2. Memoria gustativa apetecible.

Paradigma conductual descrito por Siegel 1974 y Domjan, 1977.
Observaron que los animales al presentarseles un alimento que nunca antes
habian probado que en principio puede o no ser apetecible y dependiendo de
los beneficios que aporte, tales como caracteristicas nutrientes, organolépticas
apetecibles, sensaciones agradables y/o ausencia de malestar provocado por
su ingestion. El animal le otorga un valor hedoénico positivo, reconociéndolo
como apetecible (agradable o seguro). De forma experimental esto se observa
como un incremento en su ingesta en subsecuentes exposiciones. A este
fenomeno se le denomina atenuacion de la neofobia (AN) {Bures, J., Bermudez-
Rattoni F. & Yamamoto T., 1998}, {Gutiérrez R, et al. 2003a}. En condiciones
controladas en laboratorio, se ha observado que para el reconocimiento de un
sabor nuevo como apetecible, a diferencia del largo lapso de tiempo de la
memoria aversiva a los sabores, en esta se registra en menos de 6 horas de
haberlo probado por vez primera {Nachman M. & Jones D. R., 1974},
{Gutiérrez R, et al. 2003a}.

200
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10T~~~/ ~"~"~"~"~"~"~""7T0T"T"@& """~~~
80
60
40— ® Sabor aversivo
20 ® Sabor apetecible
0= | 1 i 1 | T
Linea Base 1 2 3 4 5 6 7
Adgquisicion Prueba
Figura 2. . Condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) vs Atenuacion de la Neofobia (AN).
Se presenta el porcentaje de consumo de un sabor novedoso con respecto al consumo normal de agua.
La grafica muestra un decremento de la ingesta durante la primera exposicion del sabor nuevo y
posteriormente, si el sabor tiene repercusiones gastricas hay una disminucién del consumo, pero si no
produce ninglin malestar, en el dia de la prueba incrementa la ingesta y conforme se va volviendo

familiar tiende a extinguirse la conducta hasta obtener valores parecidos al consumo de agua. Imagen
perteneciente a la referencia “Bermadez-Rattoni F. 2004a”

Porcentaje de Linea base
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Ambas tareas conductuales han sido de gran utilidad para conocer
algunos de los mecanismos de la memoria debido a que se conocen las vias de

ascenso y descenso de la informacion gustativa y visceral.

1.1.5. Sistema Gustativo (Sistema Nervioso Periférico).

1.1.5.1. Botones Gustativos en mamiferos.

Los botones gustativos, como se muestra en la figura 3, son conjuntos
de células con receptores quimiosensoriales protegidas por células de soporte
embebidas en un epitelio multilaminar o estratificado. Estas registran la
cualidad y concentracion del alimento. Se originan en el ectodermo o
endodermo del epitelio local de la cavidad orofaringea {Northcutt R. G. 2004}, y
estan constituidas por las siguientes células:

Estan constituidas por cuatro tipos diferentes de células.

Figura 3. Botén gustativo.

1) Poro gustativo

2) Epitelio de la lengua

3) Célula gustativa intermedia (tipo )
4) Célula gustativa clara (tipo Il)

5) Célula oscura (tipo 1)

6) Célula sustentacular

7) Célula basal (tipo IV)

8) Sinapsis de la fibra gustativa

9) Aferencia de la fibra gustativa

Tomada de la referencia “Csillag A. (2005)”
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o Las células tipo I o células oscuras por su gran afinidad a
tinciones basofilicas, son alargadas, angostas y extendidas desde la base del
boton hasta el apice del poro gustativo. Tienen una funcion secretora de una
sustancia amorfa encontrada en los poros gustativos. También puede
funcionar como célula de aislamiento y nutricion y como fagocito {Simon S. A.
& Roper S. D. 1993}. En algunos casos pueden tener contactos sinapticos y
por tanto funcionar como células sensoriales secundarias.

o Las células tipo II o células claras por su poca o nula afinidad a
tinciones basofilicas y tipo III o intermedias. Ambos grupos celulares son
alongados y se extienden por la base del boton al poro gustativo, tienen
contactos sinapticos con fibras nerviosas, presentan microvellosidades en la
region apical del poro, en estas microvellosidades se encuentran los receptores
quimiosensoriales.

o Las células tipo IV o basales, son ovaladas o planas, se localizan
en la base del boton en la lamina basal que separa el epitelio de la lamina
subyacente. Se consideran como las células precursoras de los otros tipos
celulares. En algunos vertebrados estas tienen protuberancias que se
extienden hasta el plexo de aferencias nerviosas y es posible que tengan una
participacion como interneuronas.

Los botones estan protegidos por células marginales, células epiteliales
periféricas y se encuentran en la cavidad oral, distribuidas libremente en el
epitelio, con excepcion de la lengua, donde estan mantenidas en papilas
{Csillag A., 2005}.

Las papilas por su morfologia se dividen en papilas filiformes (Gnicas
que no presentan botones gustativos), fungiformes, foliadas y circunvaladas,
ver figura 4.

Las papilas filiformes se hallan en la region dorsal, fungiformes las dos
terceras partes antero-lateral de la lengua, las foliadas en la region postero-
lateral de la lengua y las circunvaladas estan situadas en la parte posterior

dorsal de la lengua.

20
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\Papila Circunvalay
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C D

Boton Gustativo L

Nervio

Papila Fungiforme Papila Foliada Papila Circunvalada

Figura 4. Papilas gustativas

El esquema muestra las papilas gustativas y su organizacion en la lengua de rata y humano. A) Lengua de
raton parte oral y faringea y la eminencia intermolar de la lengua. B) Lengua de humano. C) Papila
fungiforme. D) Papila foliada. E) Papila circunvalada. Imagen reproducida de la referencia “Jung HS, Akita
K & Kim JY. 2004".

1.1.5.2. Receptores del sabor.

Hasta ahora, por lo menos se conocen tres tipos de receptores
especificos del sabor asociados a proteinas G y tienen una localizacion
diferencial en las papilas gustativas. También se encuentran canales ionicos
que pueden enviar informacion de sabores salados y acidos.

Entre los receptores asociados a proteinas G, estan los receptores
gustativos tipo T1Rs (por sus siglas en ingles), se encuentran principalmente

en papilas fungiformes frontales de la lengua y paladar (son sensibles a calcio
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y a feromonas); Los receptores T1R2, se encuentran principalmente en la
region trasera y debajo de la lengua, en papilas foliadas y circunvaladas; Y los
T1R3 se distribuyen en todas las papilas gustativas.
Los receptores son heterodiméricos y se expresan de la siguiente forma:
» T1R1+T1R3 Responden a L-aminoacidos, umami y a distintos
sabores encontrados en la carne.
» T1R2+T1R3 Son necesarios para la discriminacion de sabores
dulces tanto naturales como artificiales.

> TI1R3+T1R3 Detectan sabores dulces.

Existen otros receptores denominados T2R que tienen mas de 30
variedades de receptores y cuya peculiaridad es detectar los sabores amargos.

Dependiendo de la coexistencia de dos o mas formas genéticas de
receptores en una misma célula gustativa provocara una apreciacion distinta
de las caracteristicas de los alimentos {James P. 2004}.

La informacion de sabores salados es transmitida por canales i6nicos de
sodio, denominados canales de sodio epitelial (ENaC) {Stuart A. et al. 1998} y
dependiendo del tipo de sal, pueden percibirse como salado, amargo, metalico
o astringente {Simon SA, et al., 2006}. De igual modo, los sabores acidos son
detectados por canales id6nicos llamados receptores potenciales transitorios
(TRP, por sus siglas en ingles) {Simon SA, et al., 2006}.

Estas senales son transportadas de la region orofacial al cerebro a

través de los siguientes pares de nervios craneales.
1.1.5.3. Pares de Nervios Craneales.

Los nervios craneales involucrados en la deteccion del sabor terminan
en el Nucleo del Tracto Solitario.
Estos son:
e El nervio facial (VII) ramificacion Cuerda del timpano e
intermediario de Wrisberg.
e Nervio trigémino (V) rama lingual-tonsilar y rama Petroso mayor

superficial.

22



o Nervio glosofaringeo (IX)

o Nervio vago (X), ramificacion nervio laringeo superior.

La informacion gustativa llega al nervio facial a partir de las
ramificaciones de la Cuerda del timpano a través del ganglio 6tico del nervio
petroso mayor superficial y del nervio lingual (perteneciente a la tercera
division del nervio trigémino) inervan a las papilas fungiformes de la region
rostral (2/3 partes) de la lengua {Saper C. B. 2002}.

El nervio facial por medio de la rama petroso mayor superficial a través
del ganglio pterigopalatino inerva pequenas subpoblaciones de botones
gustativos de la pared bucal, 6rgano sublingual y algunas papilas foliadas.
{Sydney A. et al. 1993}, {Paxinos G. & Watson C. 1995}.

El Nervio Glosofaringeo, cuyos cuerpos neuronales se encuentran en el
ganglio geniculado, inerva también a la parte posterior de la lengua y parte de
la region orofaringea teniendo contacto con la mayoria de los receptores
gustativos de las papilas foliadas y a todas las circunvaladas. Este nervio
termina en la parte mas caudal de la region rostral y medial del Nervio del
Tracto Solitario (NTS) {Paxinos G. & Watson C. 1995} extendiéndose al area
postrema {Bures, J. et al. 1998}.

También existen poblaciones de botones gustativos en el paladar duro y
suave, faringe y laringe. Los receptores localizados en la faringe y laringe son
inervados por axones de la rama del nervio vago laringeo superior; en tanto, el
paladar duro, suave y la parte anterior del la lengua son inervados por la rama
del nervio facial, nervio intermediario de Wrisberg que tiene sus cuerpos
neuronales también en el ganglio geniculado {Paxinos G. & Watson C. 1995}.
La rama de la laringe superior del nervio vago finaliza en la region caudal del
NTS superponiéndose con los axones provenientes de la parte caudal de la
lengua; en tanto, el intermediario de Wrisberg termina densamente en la

region rostral del NTS {Paxinos G. & Watson C. 1995}, {Cliffor B. Saper, 2002}.
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1.1.6. Sistema Gustativo (Sistema Nervioso Central).

La informacion gustativa viaja del NTS al Nucleo Parabraquial (NPB)
region gustativa o Waist, el cual es considerado como la primera estructura
cerebral donde se lleva a cabo la interaccion entre el estimulo gustativo y el
visceral. Este nucleo transporta la informacion por dos rutas, por el sistema
talamico y por el limbico. Por el primero, manda la senal al nucleo talamico
ventroposteromedial region parvicellular (talamo gustativo) y al nucleo
parasubtalamico que a su vez la transporta a la CI. Por el sistema limbico
proyecta a la amigdala central (ACe) que tiene intercomunicacion con la ABL y
se conectan con la region disgranular de CI, quien manda proyecciones a la
corteza orbitofrontal, considerada como la corteza gustativa secundaria (ver
figura 5). Para mayor informacion, favor de revisar el apéndice I, de vias

gustativas.

1.1.7. Via del procesamiento de la informacién visceral.

El1 SNC obtiene informacion visceral a través de dos rutas: por medio del
nervio vago y por via hematica; la primera, tiene proyecciones al NTS; la
segunda al area postrema, que a su vez proyecta para NTS y para NPB. E1 NTS
manda la informacion visceral al NPB, al sistema limbico (amigdala) y al
hipotalamo medial region parvicellular y lateral paraventricular. E1 NPB envia
también a dichas regiones del hipotalamo y al talamo ventro-postero lateral
region parvicellular o talamo visceral y a la ACe, quien tiene comunicacion
retroactiva con ABL y estas directa o indirectamente embocan sus axones a la
region agranular de la CI {Paxinos G. & Watson C., 1995}. Para una
descripcion mas detallada de la via visceral, se recomienda revisar el apéndice

II, de via visceral del presente trabajo y ver la figura 5.
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Via Gustativa

Via Visceral

VPLpa

Cl
Ale
BLA

VPMpe
PSTh
NTS caudal
NPB Waist
] AP
Ll .’-’»:ﬁ!i W T
e T, e — WTS caudal
SET
NTS rostrel Via hemitica Nervio vago (X)
NTS medial
NTS caudal

Figura 5. Vias del Procesamiento de Informacion Gustativa y Visceral.

NTS, nucleo del tracto solitario; NPB, niicleo parabraquial; PSTh, nilicleo parasubtalamico; VPMpc, tilamo
ventroposteromedial parvicellular, ABL, amigdala basolateral; ACe, amigdala central; Cl, corteza insular;
Zl, zona inserta; VPLpa, tdlamo ventroposterolateral parvicellular, AP, area postrema. Las lineas
punteadas muestran la entrada de la informacién al sistema nervioso central.

1.2. Neurotransmisores y receptores involucrados en la

memoria gustativa.

Investigaciones recientes muestran que algunos neurotransmisores

estan ampliamente involucrados en la memoria gustativa. Dos de ellos son la

Acetilcolina (ACh) y el Glutamato.
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1.2.1. Acetilcolina.

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor ampliamente estudiado,
cuya participacion es crucial en la conducta animal, puesto que esta
involucrado en procesos fisiologicos como la locomocién, nocicepcion,
atencion, ansiedad, sueno, adiccion, aprendizaje y memoria {Kandel E. R.,
Schwartz J. H. & Jessell T. M., 1991}, {Siegel G. J. 1994}. En la memoria
gustativa, la liberacion de acetilcolina en corteza cerebral proveniente del
nucleo Basalis Magnocellularis (NBM), tienen un papel crucial,
particularmente durante la deteccion del estimulo novedoso y por ende en la
formacion de la memoria gustativa (cuando se libera en CI), mas no en la
evocacion de la misma {Miranda M. I. & Bermudez-Rattoni F. 1999}. Se ha
observado que ante la deteccion de un nuevo sabor, hay liberacion de ACh en
Cl y conforme se hace familiar dicho sabor, disminuye la liberacion del
neurotransmisor {Miranda M. I. et al. 2000}.

La ACh presenta dos tipos de receptores, los muscarinicos y los
nicotinicos; en el SNC se encuentran los siguientes receptores nicotinicos:
ow—oap y los Ba—Ps {Siegel G. J. 1994} que pueden formar diferentes
combinaciones y los asa ajopueden formar homomeros. Dichos receptores
tienen amplia distribucion en el cerebro, sin embargo el que se encuentra con
mayor abundancia en estructuras que son parte de la via gustativo — visceral
son los heteromeros o4/B,en tallo cerebral, amigdala, via talamo — cortical y
corteza cerebral y a4/B./0s/P3 en area ventral tegmental (VTA) y nucleo
acumbens {Siegel G. J. 1994}.

Estudios realizados por Laviolette & van der Kooy muestran que
microinfusiones de nicotina en VTA pueden producir tanto aversion, como
preferencia a un lugar segin la concentracion. A baja concentracion produce
aversion, mientras que a una concentracion alta producen lo contrario.
{Laviolette S. R. & van der Kooy D. 2004}. En amigdala, el bloqueo a los
receptores nicotinicos con mecamilamina (un antagonista especifico para estos

receptores), evita el aprendizaje de tareas implicadas en la memoria de
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referencia, como es el caso de la prevencion pasiva, lo que sugiere que

receptores nicotinicos en amigdala pueden ser moduladores de esta memoria.

Los receptores muscarinicos de acuerdo a su homologia en la secuencia
de aminoacidos se clasifican en M1 — Ms. Los receptores M1, M3 y Ms estan
acoplados a proteinas Gg/11 que activan la hidrolisis de fosfoinositidos y la
movilizacion de calcio; los My y M4 estan acopladas con proteinas Gi/o por
tanto disminuyen la actividad de la enzima adenilato ciclasa {resumido por
Hornigold DC. et al. 2003}.

Los receptores muscarinicos tienen una localizacion diferencial en las
neuronas, en las terminaciones presinapticas se encuentran los receptores Mo
y M4 que fungen como autorreceptores y controlan la liberacion de ACh, en
tanto, los M1, M3 y Ms se localizan en la postsinapsis {resumido por Porter A.
C. et al. 2002}. Estudios realizados por Ramirez-Lugo y colaboradores en 2003,
muestran que los receptores muscarinicos postsinapticos son importantes
para la adquisicion del CAS en CI. El bloqueo de estos receptores con
pirenzepina (antagonista selectivo para M: y M3), o escopolamina (antagonista
muscarinico inespecifico) durante la adquisicion del CAS, abaten el
aprendizaje; por el contrario cuando se microinyectan el dia de la prueba no
producen efecto alguno en la evocacion de esta tarea {Ramirez-Lugo L. et al
2003}.

Con respecto a la accion de los receptores muscarinicos presinapticos, la
microinyeccion en CI del antagonista especifico para M2 (AFDX-116) no altera
la conducta aun cuando incrementa la liberacion de ACh en dicha corteza
{Ramirez-Lugo L. et al. 2003}. Los receptores muscarinicos estan implicados en
procesos de memoria gustativo-aversiva tanto a corto como a largo plazo;
Ferreira y colaboradores demuestran esto en el ano 2002 que al microinyectar
escopolamina en CI, antes de la presentacion del estimulo novedoso e
inmediatamente después del mismo. Ello abate la formacion del CAS en el
primer caso, pero no cuando se inyecta inmediatamente después {Ferreira G.

et al. 2002}.
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Para la memoria gustativa apetecible (atenuacion de la neofobia), los
receptores muscarinicos son esenciales tanto para la adquisicion como para la
consolidacion de esta tarea. Gutiérrez y colaboradores demuestran que el
bloqueo sobre los receptores muscarinicos con escopolamina en CI antes o
inmediatamente después de la presentacion del sabor novedoso, evita la
atenuacion de la neofobia, pero deja intacta la deteccion del sabor y no altera
la capacidad del organismo de ingestion {Gutiérrez R et al. 2003a}. Por lo
tanto, cuando se le vuelve a presentar el alimento (en un intervalo de O a 3
dias), el animal consume poco como si fuera la primera vez que lo prueba; es
decir, afecta la consolidacion de la memoria.

Cabe destacar que los receptores muscarinicos ante un estimulo
gustativo novedoso en CI activan a la proteina cinasa C (PKC) que a su vez
fosforila a la cinasa de respuesta extracelular (ERK 1/2) {Berman DE, et al.,
1998}. ERK 1/2 activa a la proteina de union de respuesta del AMPc (CREB
por sus siglas en ingles) posibilitando la sintesis protéica para la formacion de
la memoria gustativa a largo plazo {resumido por Bermudez-Rattoni F. 2004}.
En la figura 6 se observa la via de senales intracelulares acaecida en las

neuronas de CI, provocada por estimulacion ante un sabor nuevo.
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Figura 6. Integracién de la memoria gustativa en corteza insular (Cl).

La memoria gustativa apetecible es inducida por la liberacidn de acetilcolina proveniente del ntcleo basal
magnocellular (NBM) a Cl. La activacion de los receptores muscarinicos produce fosforilacién de la
subunidad NR2B del receptor NMDA que decae cuando el sabor se vuelve familiar. Los receptores
muscarinicos producen una cascada de sefiales intracelulares que finaliza en la sintesis proteica y con
ello la formacién de la memoria gustativa apetecible a largo plazo (MLP). La informacién visceral arriba a
la Cl por medio de la liberacién de glutamato en ABL y en la misma corteza proveniente de ABL, una vez
presentado el estimulo incondicionado. La fosforilacion de NR2B facilita la respuesta del estimulo
aversivo y modifica de una memoria gustativa apetecible a una aversiva. Imagen modificada de la
referencia: “Bermidez—Rattoni F. 2004a".

1.2.2. Serotonina.

Las células serotoninérgicas se encuentran en la linea media del tallo
cerebral, principalmente en el nucleo de Raphe, que tiene proyecciones
practicamente a todo el cerebro, de las cuales las fibras ascendentes dorsal y
medial llevan la informacion a la neocorteza, a la region lateral de la corteza

frontal y a la amigdala {Brailowsky S., 2002}.
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Se sabe que las familias de receptores serotoninérgicos 5-HT: y 5-HT>
modifican la conducta de ingesta. Los 5-HTic y los 5-HTis incrementan el
estado de saciedad en ratas, mientras que los 5-HT2a producen hipofagia
{Kitchener SJ & Dourish CT, 1994}. El equipo de De Vry en el ano 2000
publico un estudio realizados en ratas bajo un modelo de CAS donde
corrobora que la inhibicibn de 5-HTi,2 mediante varios antagonistas
serotoninérgicos, de los cuales resalta la accion del farmaco 1-[2,5-dimetoxI-4-
iodofenil|-2-aminopropano (DOI), antagonista para 5-HToasac, inyectados
intraperito (ip) posterior al consumo del sabor nuevo, producen aversion a
dicho sabor; posiblemente porque inducen malestar a partir de la activacion
de mecanismos eméticos. {De Vry J, et al, 2000}. Mientras que el uso
sistémico de agonistas serotoninérgicos 5-HTia atentian el CAS y este ultimo,
puede ser provocado por inhibidores de la oxido nitrico sintasa, que fungen
como estimulo aversivo {Wegener G. et al, 2001}. Sin embargo, en otros
laboratorios encuentran que antagonistas serotoninérgicos ip, bloquean el
CAS {Gorzalka B, et al,, 2003}. Investigaciones realizadas con microdialisis en
NPB revelan que los niveles de S5-HT extracelular en esta estructura,
aumentan considerablemente después de la estimulacion con un sabor
novedoso, es decir este neurotransmisor esta involucrado en el procesamiento
del estimulo gustativo novedoso y posiblemente esté implicado en la regulacion
de la ansiedad puesto que también se incrementan los niveles de liberacion
después de inducir dolor abdominal, pero no cuando se parean los dos

estimulos {Zach P, Krivanek J, Vales K., 2006}.

1.2.3. Catecolaminas

Investigaciones recientes muestran que los receptores de noradrenalina,
adrenalina y dopamina estan involucrados en la formacion y consolidacion de
varios tipos de memoria. Cuando se microinyectan los agonistas de
norepinefrina o de receptores f-adrenérgicos en ABL, se mejora la
consolidacion de varias tareas mnemonicas como inhibicion latente {Ferry B.

& McGaugh JL. 1999} y tareas espaciales {Hatfield T. & McGaugh JL. 1999};
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en tanto, si son inhibidos los receptores [-adrenérgicos, repercute
negativamente en la consolidacion de dichas memorias.

Con respecto a la memoria gustativa, la noradrenalina en ABL es
necesaria para el aprendizaje del CAS {resumido por Yamamoto T. et al.,
1998}; en particular, los receptores pB-adrenérgicos son necesarios durante la
asociacion entre el estimulo gustativo con el visceral y en la consolidacion del
CAS, ello se observa al microinyectar un antagonista de los receptores [-
adrenérgicos, propanolol, de forma bilateral a una concentracion de 1nug/0.2ul
{Miranda MI, et al.,, 2003}. Mientras que en CI, Berman y colaboradores,
encuentran un significativo abatimiento en la adquisicion memoria gustativa
cuando se microinyecta propanolol a una concentracion alta (20pug/1ul) en CI
durante el CAS y la inhibicion latente (20 minutos antes de la presentacion del
sabor novedoso en ambos) {Berman et al, 2000}; No obstante, a bajas
concentraciones (2.5 pg/1ul), cinco minutos previos a la primer exposicion del
estimulo gustativo novedoso, Miranda y colaboradores, no registran afectacion
alguna en el desempeno del CAS en esta misma estructura {Miranda MI, et al.,
2008}. Con respecto a la AN, el propanolol microinyectado tanto en ABL como

en CI a dosis baja impide el desarrollo de la tarea {Miranda MI, et al., 2008}.

1.24. Dopamina

El sistema dopaminérgico mesolimbico se activa ante un estimulo de
recompensa como es el caso de saborear un alimento grato, sin embargo,
estudios recientes muestran que los receptores dopaminérgicos estan mas
involucrados en el estado de anticipacion o expectacion ante un alimento, que
en la palatabilidad del mismo {Barbano MF & Cador M. 2007}. Investigaciones
realizadas por el grupo de Zito y colaboradores en 1988, muestran que el CAS
es abatido cuando se eliminan las células dopaminérgicas en CI mediante el
uso de 6 hidroxidopamina (6-OHDA) o cuando son inhibidas por el bloqueador
a-flupenthixol {Zito KA, et al, 1988}. De igual forma, cuando se inhiben
temporalmente los receptores D1/DS5 con el antagonista R(1)-7-chloro-8-hidroxi-

3-metil-1-fenil-2,3,4, 5-tetrahidro- 1 H-3-benzazepina  hidrochloride (SCH) 20
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minutos antes de la presentacion del sabor nuevo, se bloquea el CAS asi como
la inhibicion latente, un tipo de aprendizaje en el cual un sabor novedoso
apetecible se vuelve aversivo en subsecuentes presentaciones {Berman DE, et
al., 2000}. En contraste, el grupo de Fenu, encuentra en la region laminar del
nucleo accumbens, que la inhibicion especifica de los receptores D1 durante la
asociacion de un estimulo gustativo novedoso (estimulo condicionado) y
malestar gastrico (estimulo incondicionado) irrumpe la formacion del CAS
{Fenu S, Bassareo V & Di Chiara G. 2001}. Lo que sugiere que estos receptores
son importantes tanto para la adquisicion y asociacion de la memoria aversiva

y la adquisicion de la memoria incidental (inhibicion latente).

1.2.5. GABA

Se sabe que los neurotransmisores inhibitorios como GABA, tienen una
participacion importante en el CAS. La inhibicion de GABAa por medio de un
antagonista benzodiazepina (midazolam) en ABL, produce alteraciones
reversibles en la evocacion de la memoria {Yasoshima Y, Yamamoto T &
Kobayashi K. 2005}. También afecta la extincion de dicha tarea al tratarse con
muscimol, otro agonista GABAergicoa,c en la amigdala {Akirav I., 2007}. En CI
el mismo antagonista perturba tanto la adquisicion como la evocacion del CAS
y la formacion de la inhibicion latente {Berman et al., 2000}. Mientras que los
receptores GABAg se han encontrado que estan involucrados en diferentes
fases del CAS. Los GABAB (1a) en la adquisicion y los GABAB (1r) durante la

extincion de la memoria {Jacobson LH, et al., 2006}.

1.3. Glutamato.

El glutamato es un aminoacido de vital importancia en todos los
organismos, puesto que es parte esencial de las proteinas, participa en la
mayoria de las vias metabdlicas e incluso funge como neurotransmisor

excitador en el SNC.
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Dicho aminoacido se ha considerado como el principal neurotransmisor
excitador en el cerebro, prioritariamente en mamiferos y tiene un papel muy
importante en procesos de plasticidad neuronal y en diferentes eventos de
adquisicion, consolidacion y evocacion de la memoria.

Los receptores glutamatérgicos se clasifican en ionotropicos (forman
canales ionicos) y metabotropicos, receptores transmembranales asociados a
proteinas cuya conformacion heterotrimérica se disocia por cambio de GDP a

GTP (proteina G).

1.3.1. Receptores ionotréopicos de glutamato.

Los receptores ionotropicos como su nombre lo indica, son canales i6nicos.
Tienen una historia evolutiva muy amplia, puesto que comparten homologia
con secuencias de transportadores de amino acidos periplasmaticos
bacteriales y con transportadores de péptidos en plantas que son sensibles al
glutamato y que estan involucrados en la respuesta fotica {Lam H. M. et al,
1998;.

Estos receptores son de transmision rapida, se dividen en tres tipos de
acuerdo a sus caracteristicas farmacologicas, electrofisiologicas y

estructurales {Riedel G., Platt B. & Micheau J., 2003}.

o Receptores al dcido propionico a-amino-3 hidroxi-5 metil-4isoxazol
(AMPA)
o Receptores a Kainato (KA)

o Receptores a N-metil-D-aspartato (NMDA).
1.3.1.1. Receptores AMPA.

Los receptores AMPA (GluR1, GluR2, GluR3 y GluR4) estan compuestos
de 889 aminoacidos y pueden ser homodimeros o heterodimeros. Se
encuentran asociados con canales cationicos permeables a Na* y K*. Tienen
una baja afinidad al glutamato, pero una respuesta rapida en la postsinapsis

al interactuar con este {Riedel G., Platt B. & Micheau J., 2003}.
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Se encuentran asociados con canales cationicos de baja conductancia
(menores de 20 pS) y tienen rapido detrimento de sensibilidad {Kandel E. R.
1991}, {Riedel G., Platt B. & Micheau J., 2003}. Estos receptores estan
involucrados en plasticidad sinaptica y regulacion de receptores NMDA.

En cuanto a procesos mnemonicos los receptores AMPA incrementan la
magnitud de la corriente provocada por los receptores de NMDA que producen
potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas en ingles) en hipocampo
{Staubli U, Rogers G. & Lynch G. 1994}; que es un modelo de plasticidad
neuronal, cuyos mecanismos estan relacionado con la formacion de la
memoria. En el hipocampo, los receptores AMPA/KA tiene un papel
importante en la consolidacion de la memoria de tareas no asociativas como
habituacion a un ambiente nuevo {Vianna M.R. et al. 2000}, asi como en
aversivas, tal es el caso de inhibicion latente y en la evocacion de memorias
espaciales como el laberinto de agua {Riedel G., Platt B. & Micheau J., 2003}.
Con respecto a la memoria gustativa, estos receptores fungen un papel
importante en CI tanto en la adquisicion como en la evocacion de la memoria
aversiva al sabor {Berman D. E. et al. 2000} y en ABL durante la asociacion del
estimulo gustativo con el malestar gastrico y en la evocacion {resumido por

Yamamoto T. et al., 1998}, {Yasoshima Y, Yamamoto T & Kobayashi K. 2005}.
1.3.1.2. Receptores a Kainato.

Los receptores a kainato (KA) denominados GluRS, GluR6 y GluR7 son
homomeéricos y estan asociados con canales de Na* y K* de baja conductancia;
mientras que los receptores KA1-KA2 son de alta afinidad. Los receptores al
kainato son muy parecidos a los AMPA tanto en sus respuestas farmacologicas
como fisiologicas, por ende casi no hay literatura que distinga uno de los

otros.
1.3.1.3. Receptores NMDA

Los receptores de NMDA controlan canales cationicos de alta
conductancia (40-50pS) son permeables a Ca2*, Na* y K*, {Kandel E. 1991},
{Riedel G., Platt B. & Micheau J., 2003} se encuentran constituidos por las
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subunidades NR1, NR2A-D y NR3A-B que forman una estructura pentamérica
{Cull-Candy S. et al. 2001}, {Riedel G., Platt B. & Micheau J., 2003}. En estado
inactivo el receptor se encuentra bloqueado por un i6n Mg* el cual es removido
por la despolarizacion de la membrana celular para dar paso al flujo de iones
por la activacion previa de los receptores AMPA /KA aunado a la activacion del
receptor de NMDA {Cain DP., 1997}.

Los receptores de NMDA son de gran importancia en el desarrollo,
mantenimiento y plasticidad del SNC y en distintas fases de la formacion de la
memoria de casi cualquier tipo de proceso cognoscitivo y mnemonico. Su
bloqueo en hipocampo con el antagonista dcido 2-amino-5-fosfonovalerico (AP-
V) {Davis S., Butcher S. P. & Morris R. G. M., 1992} y en CI con antagonistas
competitivos como (-3(-2 carboxipiperazina-4-il) propil-1-dcido fosfonoico) (CPP)
y dizolcilpina malato (MK-801) {Escobar M. L., Alcocer I. & Chao V. 1998},
abaten el LTP in vivo y se evita tanto la adquisicion y consolidacion del
aprendizaje espacial en el laberinto de agua {Davis S., Butcher S. P. & Morris
R. G. M., 1992}, {Gutiérrez H, et al., 1999} como del CAS {Gutiérrez H. et al.,
1999}, {Escobar M. L., Alcocer I. & Chao V. 1998}. Asi como también cuando se
micro inyecta AP-V en CI {Ferreira G. et al. 2002}.

Durante la estimulacion ante un sabor novedoso, se ha visto que en CI
se fosforila la subunidad NR2B {Rosenblum K. et al.,, 1997} que permite al
canal, el influjo de mas Ca?* al interior de la célula, lo cual actua
sinérgicamente con la activacion de los receptores muscarinicos que actuan en
ERK para provocar una cascada de senales durante la formacion de la
memoria gustativa para la consolidacion a largo plazo de la misma {Berman
DE, et al., 1998} (ver figura 6).

Los receptores tipo NMDA son de crucial importancia para el
procesamiento del estimulo aversivo, puesto que se ha observado una
significativa liberacion de glutamato tanto en amigdala como en CI durante la
exposicion al estimulo visceral {Miranda MI. et al.,, 2002} cuyo mecanismo es
sugerentemente mediada por los receptores NMDA {Bermudez-Rattoni F. et al.

2004}
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Estudios realizados muestran que alteraciones en la liberacion de
glutamato pueden causar o estar involucradas en patologias tales como corea
de Huntington, Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica, demencia por HIV y
Alzheimer, entre otras. Sin embargo cuando se impide el funcionamiento de
los receptores NMDA con antagonistas no competitivos, se pueden atenuar

esas afecciones {Stefan B. et al. 2003}.

1.3.2. Receptores metabotréopicos de glutamato.

Los receptores metabotropicos (metaballein, cambiar + trope giro), a
diferencia de los ionotrépicos, no activan directamente a los canales i6nicos,
sino a proteinas G que son proteinas intramembranales {Demetrios K. et al
2003} que a su vez activan o inactivan la formacion de segundos mensajeros
que originan cascadas de senales necesarias para la regulacion de la expresion
genética y orquestacion de la plasticidad de las redes neuronales. Su forma de
accion es mas lenta con respecto a la ionotropica, pero es mas especifica o
modulatoria.

Los receptores metabotropicos de glutamato, a pesar de tener gran
relevancia en  mecanismos de neuromodulacion, neuroproteccion,
participacion en procesos de plasticidad sinaptica y formacion de la memoria,
han sido poco estudiados.

Dichos receptores se dividen en tres grupos dependiendo de sus
caracteristicas farmacologicas, en cuanto a homologia de secuencias y
activacion de vias de senales: Receptores metabotropicos de glutamato tipo I,

II y III {Block F. & Kosinski CM., 2001}, como se observa en la figura 7.
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Ionotrlopicos Metabo’fropicos
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Figura 7. Clasificacién de los receptores glutamatérgicos

Los ionotrépicos son de respuesta rapida ante la presencia del glutamato. AMPA y Kainato se encuentran
asociados con canales de Na+ y K+. Mientras que los receptores NMDA son permeables a Ca2+, Na+ y K+,
Este canal esta bloqueado por un ién Mg+ cuando esta inactivo, mas al despolarizase la membrana o por
unién de aspartato o glutamato, este es removido permitiendo el flujo de iones. Por otro lado los
receptores de glutamato adosados a proteinas G son de transmisién lenta en comparacién con los
ionotrépicos y desencadenan una serie de cascadas moleculares. Los mGIuR | activan la proteina
fosfolipasa C (PLC) que incrementa la concentracién de diacilglicerol (DAG) y esta a su vez a la proteina
cinasa C (PKC) e incrementa la concentracion de Ca2+ en la célula, a través de la formacion de inositol
trifosfato (IP3s). Mientras que la activacién de mGIuR Il y Ill inhiben la adenosina ciclasa (AC) y disminuye
la concentracién de adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Imagen modificada de “Block F. & Kosinski
CM. 2001".

Los receptores metabotropicos de glutamato tienen una distribucion
diferencial en la terminal sinaptica, asi como en la localizacion en el SNC,
como lo muestra tabla 1.
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Tabla 1. Cuadro comparativo de los receptores metabotréopicos de glutamato.

Receptor | Proteina Modulacién intracelular Localizacion
G
Grupo [
mGluR 1 |Excitadota| PLC? IP3 + DAG—PKC | Mayoritariamente en postsinapsis
Gy + —Ca*" glutamatérgica. Amplia
distribucion con mayor abundancia
en cerebelo.
mGIuR 5 |Excitadota| PLC? IP3 + DAG—PKC | Mayoritariamente en postsinapsis
Gy + —Ca*" glutamatérgica y en glia. Muy
expresado en cerebro anterior
Grupo II
mGIuR 2 | Inhibidora| AC|—AMPc| En  presinapsis en  neuronas
Goji glutamatérgica y en otras. Tiene
alta expresion en cerebro anterior,
cere-belo y corteza.
mGIuR 3 | Inhibidora| AC|—AMPc| Ampliamente expresado en células
Goji gliales, en presinapsis y post-
sinapsis glutamatérgicas y de otras.
Se distribuye en cerebro anterior
Grupo [1I
mGIluR 4 | Inhibidora| AC|—AMPc| Tanto en presinapsis como post-
Gosi sinapsis se encuentran en neuronas
glutamatérgicas y de otros neuro-
transmisores. Predominan en cere-
belo.
mGlIuR 6 |Inhibidora| AC|—AMPc| So6lo se expresan en células bipo-
Gy lares de la retina.
mGlIuR 7 |Inhibidora| AC|—AMPc| Localizacion tanto en presinapsis
Goi como postsinapsis glutamatérgica y
en otras neuronas, tiene una amplia
distribucion en SNC.
mGlIuR 8 |Inhibidora| AC|—AMPc| Presinapsis glutamatérgicas y en
Goj otras. Alta distribucion en cerebro
anterior.
Los mGIuR I producen activacién de PLC que desencadena un incremento en IPs y DAG provocando la

fosforilacion de PKC y el aumento de Ca2+ intracelular. Los mGIuR Il y lll regulan negativamente a la
adenilato ciclasa que disminuye la concentracién de AMPc.

1.3.2.1. Receptores metabotropicos de glutamato tipo I (mGIuR 1).

Este es el grupo que ha sido mas estudiado debido a que se encuentra
presente en regiones del sistema nervioso central muy importantes tales como
la corteza cerebral, hipocampo,

talamo y cerebelo, ademas por estar

involucrado mecanismos de deteccion del dolor, en varias enfermedades
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neurodegenerativas como Alzheimer, Corea de Huntington, Parkinson y
desordenes neuronales como la epilepsia e isquemia {Bordi F. & Ugolini A.
1999}.

El grupo I, comprende dos receptores, los mGIluR 1 con cuatro variantes
(a/a, b/ B, ¢, d) y los mGluR 5 con dos variantes (a, b) {Muly E. C. et al. 2003}.
Los mGIluR I se unen a una proteina Gq/11 que activa a fosfolipasa C 1 (PLC)
Bl la cual, esta involucrada en la plasticidad sinaptica {Hannan AJ,
ABLkemore C. & Katsnelson A. 2001}. Esta hidroliza a la fostatidil inositol
trifosfato para dar lugar a dos segundos mensajeros, inositol (1, 4, 5) trifosfato
(IP3) y diacilglicerol (DAG) {Bordi F. & Ugolini A., 1999}; {Conn PJ & Pin JP.,
1997}, {Krauss G., 2003}. El IP3 al unirse a receptores de canales de Ca2?* en la
membrana del reticulo endoplasmatico (RE) produce una movilizacion de
dichos iones acumulados en RE y desencadena un rapido incremento de Ca2*
en citosol, incrementando la excitabilidad de la membrana {Riedel G., Platt B.
& Micheau J., 2003}, ver figura 9.

El DAG con Ca2?* como cofactor o en ausencia de este, activa a la
proteina cinasa C (PKC), la cual esta involucrada en maultiples procesos
celulares. La PKC fosforila a proteinas cinasas que son importantes para la
regulacion de conductancias ionicas. La PKC activa a Raf, que fosforila a la
proteina cinasa activadora de mitégeno 1 y 2 (MEK 1/2), esta a la proteina
cinasa reguladora de senales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2) {Zhao W., et al,
2004} y ERK 1/2 a la proteina de union de elemento de respuesta de
adenosina monofosfato ciclico (CREB) {Mao L & Wang JQ., 2002} y ELK1 que
son factores de trascripcion. CREB también puede ser fosforilado por medio de
la proteina cinasa dependiente de Ca?*/calmodulina previamente activada por
el incremento de Ca?* intracelular {Krauss G., 2003}.

Los mGluR I también pueden promover la sintesis de proteinas
mediante la activacion de la cinasa activada por mitégeno (MAPK) a partir de
tres vias: Por cascadas de senales provenientes de la estimulacion de proteinas
G adosadas a los receptores mGIuR I, por fosforilacion de Src o por proteinas
de andamiaje tales como Homer 1b/c, importantes en la insercion y

localizacion de los mGluR en membrana {Tu JC. et al., 1998}. Mas si se activa
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Homer 1la, inhibe la funcion de MAPK {Tu JC. et al., 1998}, de modo que no se
fosforila ni activa a ERK impidiendo la sintesis de nuevas proteinas.
Recientemente se han encontrado factores de traduccion que son activados
por ERK o mediante otra via alterna propiciada por los mGluR I que implica la
fosforilacion de la proteina cinasa 3-fosfoinositido (PI3K), Atk y proteina blanco
de rapamicina de mamifero (mTor). Dichas vias activan al factor de iniciacion
de la traduccion (eIF4E). A partir de la fosforilacion de la cinasa N-terminal c-
Jun (JNK), aumenta la trascripcion controlada por el activador proteina-1, y a
través de la activacion de p38 que regula el factor nuclear «B (NF- kB), permite
la traduccion es regulada de forma negativa por la proteina de retrazo mental
fragil X (FMRP) {Gerber U, Gee CE & Benquet P. 2007} Por tanto, los mGuR I
estan involucrados en la plasticidad sinaptica, formacion de nuevas espinas
dendriticas y filopodias que favorecen la comunicacion interneruronal y por
ende, la memoria y aprendizaje.

Por otro lado, estudios recientes muestran que los mGluR I pueden
activar otras vias de senales simultaneamente con la via PLC/IP3/CaZ?*. Tal es
el caso de la via adenosina monofosfato ciclico (AMPc) que posiblemente es
causado por la activacion de adenilato ciclasa (AC) a través de la estimulacion
de una proteina Gs {Hermans E. & Challiss RA., 2001}, {Conn PJ & Pin JP.,
1997}.

Cabe hacer mencion que la variante de los mGIuR I, los mGIuR 1la
también pueden activar proteinas Go,i. {Selkirk JV, et al. 2001}{Hermans E. et
al. 2000}. Por tanto, los mGIluR I activan una serie de cascadas de senales, sin
embargo hasta el momento no se sabe cual de ellas esta involucrada en los
procesos de memoria gustativa. Empero, es sabido que para la memoria
gustativa, en CI es necesario la activacion de ERK {Swank MW & Sweatt JD.
2001}, {Berman DE. et al. 1998}, {Berman DE. et al. 2000} y en memoria
gustativa aversiva la activacion de AMPc {Miranda MI & McGaugh JL. 2004},
{Desmedt A, Hazvi S. & Dudai Y. 2003}, tirosina cinasa {Rosenblum K. et al.
1997} y PKC {Nunez-Jaramillo L, Delint-Ramirez [. & Bermudez-Rattoni F.
2007}, mismas que regulan también la funcion de los receptores ionotropicos

tipo NMDA.
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Figura 8. Cascadas de sefiales de los receptores mGIuR |

Los mGIuR | activan multiples vias de sefiales a través de un acoplamiento diferencial de proteinas G. Los
mGIluR | se unen preferentemente a las proteinas Gq/11 llevando a la activacion de PLC el cual incrementa
la movilizacién de Ca2+ intracelular a partir de la produccién de IPs y actuaciéon de PKC via DAG. PKC esta
involucrado en la activacién PLD, PLAz2 y MAPK, asi como en la modulaciéon de una variedad de canales
ionicos. Los mGIuR 1a se han visto acoplados a proteinas Gijo de manera que inhibe a la AC, y modula la
actividad de los canales idnicos a partir de MAPK, y posiblemente la regulacién negativa de PLC. También
los mGIuR | controlan la activacién de AC a partir del acoplamiento con la proteina Gs y por ende a AMPc
y PKA. PLCB, fosfolipasa CB; DAG, diacil glicerol; PKC, proteina cinasa C; IP3, inositol trifosfato; R.E.,
reticulo endoplasmadtico; Ca2+, calcio; PLD, fosfolipasa D; PLAz, fosfolipasa A2; MAPK, proteina activadora
de mitégeno cinasa; AC, adenilato ciclasa; AMPc, adenosina monofosfato ciclico; PKA, proteina cinasa A.
Figura tomada de “Hermans E. & Challiss J. 2001".

Localizacion.

Los receptores mGIluR I se localizan en la region periférica del boton
sinaptico tanto en terminales presinapticas como postsinapticas con mayor
predominancia en la postsinapsis {Baude A et al. 1993} {Lujan R et al. 1996},
{Conn P. J. & Pin J.P. 1997}. Como se observa en la figura 8.

41



PRESINAPSIS POSTSINAPSIS

mGIuR 2

mGIuR 2

J

> 2
1' 2 ]
3 é\ >
*J 9

mGIuR 8

mGIuR 5
2

Figura 9. Localizacion de los receptores mGluR | en la sinapsis.

Los receptores metabotrépicos tipo Il (2, 3) y lll (4, 6, 7, 8), se encuentran en presinapsis, aunque el tipo
Il se ha encontrado escasamente en postsinapsis. Los receptores mGluR | (1,5), se localizan en
postsinapsis y escasamente en presinapsis. Imagen modificada de la referencia “Cartmell J. & Schoepp
DD. 2000".

Los encontrados en la presinapsis controlan los efectos inhibitorios de la
liberacion de los neurotransmisores, por lo que actian como auto o
heterorreceptores que disminuyen la transmision GABAergica y
glutamatérgica. Mientras que los mGluR I postsinapticos, pueden influir en la
liberacion del neurotransmisor en presinapsis por medio de mensajes
retrogrados {Muly E. C. et al. 2003}.

Los mGIuR I se encuentran ampliamente distribuidos en la corteza
cerebral de ratas, con predominancia de mGluR1la, seguido por mGIluR 13 y
escasa presencia de mGIuR 1lc. En la corteza prefrontal se hallan tanto mGIluR

S5 {Homayoun H. & Moghaddam B. 2006} como mGIluR la en dendritas y
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espinas de las células piramidales, asi como en dendritas de las interneuronas
{Muly E. C. et al. 2003}. Los receptores de mGIluR I estan presentes en el
nucleo septal dorsolateral, en hipocampo y complejo amigdalino, nucleos
mamilares, talamo, nucleos ventrales posteromediales, nucleo geniculado,
hipotalamo, cerebelo, nucleo accumbens, caudado putamen, globus pallidus,
en sustancia nigra parte reticulata, nucleo interpeduncular y nucleo de
Raphe. Tiene poca presencia en el estriado, incluyendo los tubérculos olfativos
del estriado, nucleo talamico reticular y habénula (figura 10) {Lavreysen H. et

al. 2004;}.

Figura 10. Localizacién de los receptores mGIuR |
en el cerebro de rata.

A) Corte coronal y B) corte sagital. Los sitios mas
oscuros presentan mayor densidad del receptor.
Cx, corteza; Cer, cerebelo; Th, talamo; LS, septum
lateral; CPu, caudado putamen; DG, giro dentado
del hipocampo; Na, nlcleo accumbens, Ot,
tubérculo olfativo; Vp, pallidum ventral; SNr,
sustancia nigra parte reticulata.

Imagen tomada de “Lavreysen H. et al., 2004".

Modulacion.

Los receptores mGIuR I tienen una funcion de neuromodulador del
glutamato tanto en la presinapsis como en la postsinapsis. En la presinapsis,
la activacion de PLC acoplada al mGIluR puede potenciar la liberacion de
glutamato, pero si PLC es desensibilizado, cambia a un efecto inhibitorio. En
la postsinapsis, la activacion rapida de los mGluR, activa la via PLC-IP3-Ca2*
abre canales de K* produciendo hiperpolarizacion produciendo una inhibicion
lenta de la célula. Por el contrario, una estimulacion lenta del mismo receptor,
induce la activacion de la proteina G que promueve el cierre de los canales de
K+ dando como resultado una excitacion lenta de la célula (despolarizacion)

{Fiorillo CD. & Williams JT. 1998}. También se ha observado que la activacion
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de mGIuR I incrementa la respuesta de muchas neuronas glutamatérgicas por
corrientes de potenciacion a través de los receptores ionotropicos de glutamato
{resumido por Valenti O, Conn PJ. & Marino MJ., 2002}.

Todos los receptores metabotropicos de glutamato, ademas de acoplarse
con las proteinas G, tienen interaccion intracelular a partir de su carboxilo
terminal con otras proteinas, lo que hace mas compleja su funciéon al activar
otras cascadas de senales {Fagni L. et al., 2004}.

La regulacion de los mGluR I esta dada por los receptores cinasa
acoplados a proteina G (GRK), particularmente GRK2 y GRK4, cuya
fosforilacion induce la union de B-arrestinas quienes secuestran e internan al
receptor metabotropico. También pueden ser controlados por reguladores de
proteinas G (RSG), las cuales interactian con las proteinas G e incrementan la
actividad de GTPasa que evitan el desencadenamiento de transmision de
senales precedidas por las proteinas G. Tanto RGS2 como RGS4 actuan en las
Gq y evitan la subsiguiente activacion de PLC que conlleva a la inhibicion de
los receptores mGIuR I. La proteina RGS2 bloquea a la Gq por inhibicion de
corrientes de calcio voltaje independiente, regulando la actividad de la
subunidad Gpy, mientras que la inhibicion voltaje dependiente media a la Ga
{resumido por Valenti O, Conn PJ. & Marino MJ., 2002}.

Los receptores mGIluR I pueden asociarse con proteinas Homer que
actian como un puente entre los receptores y otras proteinas que contienen
un dominio rico en prolina, tal es el caso de los receptores de rianodina o
proteinas de densidad postsinaptica llamadas Shank, las cuales a su vez se
unen con las proteinas GKAP y PSD95. Estas ultimas son proteinas de
andamiaje que estan unidas con la subunidad NR2B de los receptores tipo
NMDA {Tu JC. et al., 1998}. La senal de los receptores tipo NMDA es
potenciada por la cinasa Src; recientemente se ha reportado que la interaccion
de los mGIluR con B-arrestina activa a esta cinasa, pero también puede ser
estimulada por segundos mensajeros producidos por los mGIluR a partir de la
via PLC B, DAG, PKC, CAK B Pyk2 (cinasa de adhesion celular rica en —prolina
tirosina cinasa) como se indica en la figura 11. El sistema tiene un mecanismo

de regulacion negativa, la formacion de IP3 aumenta la liberacion intracelular
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de Ca2* que activa a la proteina tirosina fosfatasa reduciendo la respuesta de

los receptores NMDA {Gerber U, Gee CE, Benquet P. 2007}.

CAKp-Pyk2

eDAG
\ o >®
<

Figura 11. Regulacion de la activacién de receptores tipo NMDA, a partir de los receptores mGIuR 1.

A través de la activacién de proteinas G, se desencadena una reaccién de sefiales de segundos
mensajeros que culminan con la fosforilacién de CAKB-Pyk2 que activa a Src y este incrementa la
activacion de los canales tipo NMDA. No obstante, la formacién de IP3 con la subsecuente liberacién de
Ca2+ intracelular dependiente de la activacién de tirosina fosfatasa, atentia la respuesta de NMDA.
Mediante otra via alterna exenta de activacién de proteinas G, puede activarse la proteina adaptadora B-
arrestina que se acopla a Src y a su vez potencian a NMDA. PLCB, Fosfolipasa C B; DAG, diacil glicerol;
PKC, proteina cinasa C; IP3, inositol trifosfato; R.E., reticulo endoplasmatico; Ca2+, calcio; CaCAKB-Pyk2,
proteina cinasa de adhesién celular. Esquema tomado y modificado de “Gerber U, Gee CE. & Benquet P.
2007".

Implicacion de los mGIuR | en patologias y desérdenes neurodegenerativos y
dolor.

El estudio de los receptores metabotropicos ha permitido conocer de

mejor manera algunas de las patologias del sistema nervioso central; lo que
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permite dilucidar nuevas formas de tratamiento y prevencion. Entre las cuales
se encuentran:
e Enfermedades vasculares

Hipoxia, isquemia e infarto. Los receptores mGIluR tienen un papel
importante en estas lesiones en corteza e hipocampo, en el caso del grupo I,
cuando se sobre activa con un agonista como (S)-3,5-dihidroxifenil-glicina
(DHPG), se agrava la lesion. En tanto, si es inhibido por un antagonista como
AIDA, disminuye significativamente la neurodegeneracion, muerte neuronal y
déficit de memoria {Lyeth B. G. et al. 2001} actuando como neuroprotectores.
Aunque también se ha observado que los mGIluR 1la al ser activados
contribuyen a la neurotoxicidad del glutamato generando muerte celular
postisquemica y muerte celular por necrosis. En contraste la activacion e
inhibicion de los mGIluR 5 con CHPG y 2-metil-6-(feniletinil) piradina (MPEP)
atenua la muerte celular y facilita la mejoria ante la isquemia respectivamente
{Bao W.L. et al. 2001}.

e Enfermedades desmielinizantes

Esclerosis multiple, patologia en la que se forman placas gliales
desmielinizadas diseminadas por toda la sustancia blanca, tiene expresion
aberrante tanto en neuronas como en glia {Geurts J. J. G. et al. 2003}.

e Enfermedades degenerativas

En epilepsia (displasia cortical focal) se encuentran sobre expresados los
receptores mGIuR I y II, en neuronas bizarras en forma de balon y en glia
{Aronica E. et al. 2003}.

En la enfermedad de Parkinson, se han identificado mGIluR en
estructuras afectadas por el Parkinson, como es el caso del estriado, nucleos
subtalamicos como sustancia nigra parte reticulata y globus pallidus parte
interna. Tales receptores fungen como neuromoduladores de la transmision
glutamatérgica tanto en células glutamatérgicas como colinérgicas y
dopaminérgicas. Conforme avanza la degeneracion causada por la
enfermedad, decrece la poblacion de receptores mGIuR II y III que provoca un
incremento de glutamato en el estriado, manifestandose como una

sintomatologia parkinsoniana. {Senkowska A. & Ossowska K. 2003}.
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La enfermedad de Alzheimer, puede implicar la participacion de los
mGluR I debido a que estos facilitan la liberacion de glutamato y la formacion
de tramas fibrilares que son caracteristicas del Alzheimer {Tsai V. W. et al.
2005}.

En la esquizofrenia, existe una reduccion de la actividad de los
receptores de NMDA en neuronas corticales. Estudios recientes muestran que
al activar a mGluR 5 se potencia la actividad de NMDA y la inhibicion de
mGIluR 5 bloquea la despolarizacion de la membrana inducida por NMDA en
estriado y en corteza {Moghaddam B. 2004}.

e Adiccion a drogas

Los receptores mGIluR I ademas de regular la transmision glutamatérgica
en la corteza prefrontal y region limbica (nticleo accumbens y VTA), participan
tanto en la adiccion a las drogas como en cambios conductuales por abuso de
las mismas. Resultados experimentales tanto en ratas como en ratones,
muestran que los mGIuR [ estan involucrados en la modulacion del
reforzamiento por consumo de drogas, puesto que al bloquear a los mGIuR 5
con un antagonista MPEP, decrece la auto administracion de cocaina, nicotina
y alcohol {Kenny P. J. & Athina M. 2004}.

e Tumores

En células tumorales de la linea del glioma (glioma C6) se han localizado
receptores mGIluR 1, todavia no se sabe su participacion en dichas células,
pero por su vinculacion a la sobre estimulacion de glutamato, puede que esté
involucrado en el glioma también como agente neurotéxico {Albasanz J.L., Ros
M. & Martin M. 1997}.

e Dolor.

Mientras la activacion exogena de mGIluR I en tejido periférico de ratones
produce hiperalgiad térmica, el bloqueo de mGluR 1 decrementa el dolor y es
totalmente abolido por la inhibicion de mGIluR 5, lo que sugiere un efecto
diferencial entre estos receptores ante el dolor. Otro caso es la activacion

especifica de mGIuR 5 esta implicado en alodinia* y dolor neuropatico, en

3 Hiperalgia. Sensibilidad excesiva al dolor.
* Alodinia. Trastorno en el cual un estimulo, por lo general no doloroso, se percibe como doloroso.
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tanto activacion conjunta de los receptores mGIluR 1 y 5 produce la hiperalgia
térmica. {Neugebauer V. 2002}.
e Traumatismo cerebral.

La inhibicion de la actividad de los mGluR I con el antagonista AIDA
reduce considerablemente la degeneracion neuronal y produce también una
reduccion de la conducta de déficit asociada con la lesion. Lo que sugiere que
la activacion de los mGluR I que contribuye a la patofisiologica de la lesion
traumatica cerebral. De modo que el tratamiento con AIDA funciona como
neuroprotector ante lesiones traumaticas {Lyeth B.G. et al. 2001}.

e Ansiedad, estrés y depresion.

Experimentos realizados en varios laboratorios muestran que los mGIluR
I estan involucrados tanto fisiologica como conductualmente con estados de
estrés y ansiedad, por ejemplo, en ratas cuando se microinyecta 3-
hidroxifenilglicina (S-4C3HPG) en hipocampo, un antagonista de los mGIluR 1 o
se administra el antagonista de mGluR 5, MPEP ip, se produce un efecto
{resumido por Swanson C.J. et al. 2005}.

El bloqueo de los receptores mGIluR 1 con el antagonista AIDA o con el
antagonista para los mGIluR 5, MPEP, en el cuerno de Amon 1 (CA1l) del
hipocampo, tiene un efecto antidepresivo que a diferencia de los
antidepresivos convencionales (monoaminérgicos), este no produce un efecto

sedante {Palucha A. & Pilc A. 2002}.

Participacion de los mGluR | en procesos de plasticidad y memoria.

El LTP y la disminucion de la potenciacion (depresion) a largo plazo
(LTD, por sus siglas en inglés), son dos modelos de plasticidad sinaptica y
memoria dependientes de la actividad eléctrica. Se conocen dos formas de
inducir LTP y LTD, una es por activacion sinaptica de los receptores tipo
NMDA y la otra es al activar los mGluR. Gubellini y colaboradores en 2003,
demuestran que el bloqueo de los receptores mGIluR I y no del grupo II o III,
abate por completo el LTP en la via cortico-estriatal {Gubellini P. et al. 2003}.
En CA1l, los mGluR 5, mas no los mGluR 1 son necesarios para la induccion

de LTP {Francesconi W., Cammalleri M. & Sanna P. P. 2004}, {Miura M., et al.
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2002} y LTD {Harney S. C., Rowan M. & Anwyl R. 2006}, {Tan Y., Hori N. &
Carpenter D. O. 2003}; asi como en corteza perirhinal {resumido por Bashir Z.
I. 2003}. Mientras que en corteza prelimbica se observa una facilitacion de la
induccion de LTP al suministrar DHPG {Morris S.H. et al. 1999}; en amigdala
basolateral se requieren de los mGIuR 1 y no de los mGluR S5 para la
induccion de LTD {Azad S. C., et al. 2004} y en amigdala lateral se requieren
los mGIluR 5 para la formacion del LTP {Rodrigues S. M., et al. 2002}.

Varios estudios realizados principalmente con ratas muestran que los
mGluR I participan en la formacion de la memoria; Riedel y colaboradores en
1994 encuentran que los mGIluR I estan involucrados en el aprendizaje
espacial (laberinto en Y), al bloquearlos con el antagonista (R,S)-a-metil-4-
carboxifenilglicina (MCPG) se evita la formacion y retencion de la memoria y se
acrecienta con infusion del agonista trans -azetidina-2,4- dcido dicarboxilico
(tADA) icv. {Riedel G., Wetzel W. & Reymann K. G. 1995}.

Para que se forme a largo plazo la memoria de discriminaciéon de objetos,
se requiere de la activacion tanto de los mGluR 5 como de los mGIuR II en
corteza perirhinal {Barker G. R. L. et al. 2006}.

Schulz y colaboradores en 2001, observaron que la anulacion de la
actividad de los receptores mGIluR 5 a partir de la administracion oral de un
antagonista especifico para este, 2-metil-6-(feniletinil)piridina (MPEP), produce
pérdida de la adquisicion y evocacion del condicionamiento al miedo cuando
se suministra antes del primer ensayo y antes de la prueba respectivamente
{Schulz B. et al. 2001}. Resultados similares son obtenidos por el grupo de
Rodriguez, los cuales sugieren que los mGIluR 5 en amigdala lateral estan
involucrados en la adquisicion del condicionamiento al miedo {Rodrigues S.
M., et al. 2002}, en tanto, investigaciones desarrolladas por Gravius y
colaboradores sugieren que hay diferencias en la participacion de los
receptores mGIluR1 y mGluRS5 durante la adquisicion y expresion de
condicionamiento al miedo y auditivo. Tanto el antagonista de los mGluR1,
EMQMCM, [(3-etil-2-metil-quinolina-6yl)-(4-metoxi-ciclohexil)-metanona metane-
sulfonato] como el antagonista de los mGluRS MTEP [(2-metil-1,3-tiazol-4y)

etinil] bloquean la adquisicion del condicionamiento contextual, sin afectar el
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condicionamiento auditivo. Por otro lado el MTEP inhibe la expresion de
condicionamiento al miedo y auditivo cuando se inyectan ip {Gravius A, et al.
2005}. Todo ello sugiere que el grupo I de los receptores metabotropicos de
glutamato estan involucrados en procesos mnemonicos espaciales, de

reconocimiento y aversivos.

Estudios previos en memoria gustativa.

Investigaciones recientes muestran que es necesario de la activacion de
los receptores mGIluR 5 en la formacion del CAS y no los mGluR 1. Esto al
aplicar los antagonistas de mGluRS, MPEP, y de mGIluR AIDA ip quince
minutos antes de la presentacion del sabor novedoso y aplicando un irritante
gastrico, cloruro de litio (LiCl 0.15M a 1.33% del peso corporal) quince
minutos después de haber terminado de ingerir la sacarina. {Schachtman T.R.
et al. 2003} de igual modo disminuye la inhibicion latente por inyeccion de
MPEP 25 minutos antes de la preexposicion a la sacarina, lo cual produce una
fuerte aversion {Bills C. et al. 2005}. También se ha observado que los mGIluR
en amigdala estan involucrados en la formacion del CAS, al inyectar un
antagonista metabotropico para los grupo I y II MCPG inmediatamente
después de la sacarina y 20 minutos antes del cloruro de litio, se impide la
adquisicion del condicionamiento {Yasoshima Y., Morimoto T. & Yamamoto T.
2000}, pero ello no ocurre cuando se inyecta en CI {Escobar M.L., Alcocer 1. &

Bermudez-Rattoni F. 2002}.
1.3.2.2. Receptores metabotrépicos de glutamato tipo 11 y Il1I.

El grupo II, comprende a los receptores mGIluR 2 y mGIuR 3. En tanto el
grupo III al mGIluR 4, mGluR 6, mGIluR 7 y mGIluR 8. Ambos grupos se
encuentran distribuidos en estructuras como corteza cerebral, talamo, locus
coeruleus, nucleo del tracto solitario, cerebelo y corteza visual.

Ambos grupos reducen los niveles de AMPc en la célula y Ca2*
intracelular; o bien, por activacion de proteinas Gosi. Los mGIluR II se
encuentran primordialmente en presinapsis y los mGIuR III en la region pre-

terminal del axon y se localizan primordialmente en estructuras como corteza
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cerebral, talamo, locus coeruleus, nucleo del tracto solitario, cerebelo y corteza

visual.

A continuacion se describe la localizacion que tienen en el SNC segun el

articulo de Schoepp D. D. 2001.

1.

Receptores mGIluR 2 estan representados en la region pre-
terminal de las neuronas glutamatérgicas, cuya funcion es actuar
como regulador retroactivo para evitar subsecuentes liberaciones
de glutamato, de manera que previene la hiperexcitabilidad

anormal que pudiera afectar las funciones del cerebro.

. Los mGIluR 3 se encuentran en hipocampo y corteza entorhinal,

mayoritariamente en neuronas postsinapticas y en glia.

Los receptores mGluR 4 predominan en cerebelo y en menor
proporcion en hipocampo donde se han encontrado en el cuerpo y
dendritas de mneuronas piramidales, células granulares e
interneuronas. Cabe hacer mencion que los receptores mGIluR 4,
actualmente, son considerados como candidatos para la
percepcion del sabor del glutamato monosédico (umami, puesto

que se han encontrado en papilas gustativas.

. Los mGIuR 6 tienen una distribucion escasa en el SNC, aunque

su concentracion es elevada en retina

. Receptores mGIuR 7, su distribucion es amplia en cerebelo

anterior, tallo y médula espinal.
Los mGIluR 8 se distribuyen en el bulbo olfativo, tracto lateral
olfativo, hipocampo y meédula espinal. Se localizan en la

presinapsis y en periferia de la terminal axonica.

Los receptores mGluR II y III tienen una funcion neuromoduladora de la

excitabilidad de la neurona, al disminuir los niveles de Ca2* intracelular se

evita la despolarizacion y por ende la liberacion de glutamato o GABA, aunque

también puede modular otros neurotransmisores como dopamina {van Berckel

et al 2006}. De igual forma tienen un efecto neuroprotector al evitar la

excitacion glutamatérgica a nivel cerebral en estados patologicos, asi como al

atenuar la excitotoxicidad provocada por la activacion desmedida de los

51



receptores ionotropicos. Por otro lado también se encuentran involucrados en
procesos de memoria y aprendizaje {Best A. R. et al. 2005}, {Barker G. R. I. et
al. 2006}.
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receptores ionotropicos. Por otro lado también se encuentran
involucrados en procesos de memoria y aprendizaje {Best A. R. et al. 2005},

{Barker G. R. I. et al. 2006}.

2.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El neurotransmisor, glutamato, es de crucial importancia para la
formacion y consolidacion de la memoria, este es reconocido por los receptores
ionotropicos y metabotropicos de glutamato. Mucho se sabe sobre la
participacion de los receptores ionotropicos (NMDA, AMPA y Kainato) en
procesos de memoria y aprendizaje, sin embargo poco han sido estudiados los
receptores metabotropicos, a pesar de estar ampliamente distribuidos en el
cerebro y de tener una funcion tanto transmisora de senales neuronales,
neuromoduladora de receptores glutamatérgicos, colinérgicos y GABAergicos;
asi como de activar factores de transcripcion y genes de expresion temprana
indispensables para la formacién de la memoria.

En la memoria gustativa, los receptores ionotréopicos de glutamato en
corteza gustativa o insular, ademas de tener un papel importante en la
consolidacion de la memoria, también son importantes durante la asociacion
entre un sabor nuevo con un estimulo aversivo {Bures, J., Bermudez-Rattoni
F. & Yamamoto T., 1998}, pero si son inhibidos los receptores ionotrépicos tipo
NMDA, con AP V, no evitan la formacion de esta memoria gustativa apetecible
{Gutiérrez R. et al., 2003a}.

No se conoce a cabalidad a la funcion de los receptores mGluR durante
la formacion o consolidacion de la memoria gustativa. Estudios previos
muestran que los mGIluR | en amigdala (una estructura cerebral muy
importante para la formacion de memorias aversivas), participan en la
formacion del CAS, mas no en CI. Sin embargo cuando se suministran
antagonistas de mGluR I de forma sistémica, se observa que los mGIluR 5
tienen un papel importante en el CAS, pero no los mGIuR 1. Por otro lado, no
hay registro sobre la actuacion de los mGIluR en la memoria gustativa

apetecible.
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Para conocer mas acerca de los mecanismos involucrados en los
procesos mnemonicos, se opto por estudiar a los mGluR I en CI durante la

formacion de una memoria gustativa apetecible (atenuacion de la neofobia).
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Para conocer mas acerca de los mecanismos involucrados en los
procesos mnemonicos, se opto por estudiar a los mGluR I en CI durante la

formacion de una memoria gustativa apetecible (atenuacion de la neofobia).
3.HIPOTESIS.

Los receptores metabotropicos de glutamato (mGluR) se encuentran
ampliamente distribuidos en regiones cerebrales cruciales para el proceso de
la memoria y aprendizaje, como es el caso de CI (corteza gustativa), ademas
desempenan un papel muy importante en la regulacion de la liberacion de
neurotransmisores glutamatergicos, colinérgicos y GABAergicos, asi como en
la modulacion de sus respectivos receptores y son importantes para el
desarrollo y mantenimiento de redes neuronales; por ende podrian ser
importantes para la adquisicion de un aprendizaje y retencion de la memoria

gustativa apetecible.
4 .OBJETIVO GENERAL:

Identificar la participacion de los receptores mGluR I en la corteza

gustativa durante la formacion de la memoria gustativa apetecible.

4.1. Objetivos Especificos:

1.- Identificar la participacion de estos receptores en la memoria
gustativa tanto apetecible como aversiva, usando como modelos el CAS y AN.

2.-Identificar en que fase de la memoria gustativa (adquisicion o
consolidacion) estan involucrados los receptores metabotropicos del
glutamato, a partir de una tarea de condicionamiento aversivo a los sabores y

de atenuacion de la neofobia.
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5.METODO

5.1. Modelo Bioldogico.

Se ocuparon ratas macho de la especie Rattus norvegicus cepa Wistar. El
peso ponderal se sitto entre 280 y 325g al inicio de la crianza. Se mantuvieron
en cajas independientes con comida ad libitum y bajo condiciones controladas
de temperatura (~22 = 2°C) y con ciclos luz-oscuridad de 12 horas. Todas las
manipulacion es se hicieron durante la fase de luz.

Todos los experimentos fueron conforme a los lineamientos en materia
de salud (Secretaria de Salud de México) y aprobado por el comité local de

cuidados de los animales.

5.2. Cirugia.

Para la implantacion de canulas, los animales fueron anestesiados con
pentobarbital (40mg/Kg.) ip. Se implantaron canulas (9mm) bilaterales por
medio de la técnica de estereotaxia (2.5mm) sobre la CI, siguiendo las
siguientes coordenadas respecto a Bregma, anteroposterior 1.2mm, lateral
+5.5mm, y ventral -3mm {Paxinos & Watson, 1998}.

Se realiz6 una incision sobre el plano sagital del craneo y se colocaron
separadores autoestaticos. Una vez identificado el punto de insercion de la
canula, se trepano el craneo de la rata para iniciar el microdescenso de la
canula hasta 2.5mm antes del area de estudio para evitar la lesion de la CI.
Mediante un soporte de dos tornillos y cemento dental se fijaron las canulas al
craneo. Se inserté un mandril en la canula para evitar la obstruccion de la
misma. Una vez terminada la operacion quirurgica, se dejo a las ratas

recuperarse por cuatro dias.
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5.3. Procedimiento de microinyeccion.

Para la administracion intracortical de farmacos se utilizaron jeringas de
tipo Hamilton de 10ul acopladas a una bomba de microinyeccion (Carnegie
Medicin Estocolmo, Suecia). El circuito de polietileno se ajusto a la canula
colocada previamente en el cerebro de la rata mediante una aguja de acero
inoxidable (inyector) con un calibre de 30 y 2.5mm mas larga que la guia
canula. Los diferentes farmacos se administraron en un volumen de 0.5ul por
hemisferio con una tasa de 0.5ul/minuto. Se mantuvo el inyector en su
posicion durante otro minuto para favorecer la correcta difusion del farmaco

administrado.

5.3.1. Farmacos.

Como vehiculo se utiliz6 una solucion artificial de liquido cefalorraquideo
(ACSF, por sus siglas en ingles), compuesto de 118 mM NaCl, 19 mM NaHCOs,
4.7 mM KCI, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, y 2.5 mM CaClz a pH 7.4 (T.J.
Baker, Xalostoc, México); 3.3 mM glucosa, (Sigma, St. Louis MO) como
vehiculo. Para inducir activacion de los receptores de glutamato se
administraron 0.5ul de una soluciéon 11.82 mM de acido L-glutamico
(Miranda et al.,, 2002; Sigma-Aldrich, St. Louis MO). Se utilizo (RS)-1-
aminoindano-1,5-dcido dicarboxilico (AIDA, Tocris), para inducir la inhibicion
selectiva de los receptores mGIluR I a concentraciones de 3.5 mM, 7.04 mM y
10.5 mM. Todos los agentes farmacologicos fueron disueltos en el vehiculo a

pH neutro (7.4). Para disolver AIDA se utilizo una soluciéon 1.1N de NaOH.

5.3.2. Modelos conductuales.

5.3.2.1. Neofobia y atenuaciéon de la neofobia.

Después de cuatro dias de recuperacion de la cirugia, las ratas fueron
privadas de agua durante 24 horas. En los siguientes cuatro dias se les ofrecio

durante 15 minutos, 40ml de agua en probetas graduadas, en un horario de
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11:00 am *= 1 hora, para obtener la taza de consumo promedio de liquido
diario (linea base) de cada rata. Los animales fueron manipulados para
habituarlos al contacto con el investigador y evitar estresarlos el dia de la
microinyeccion, asi como también para valorar su estado de salud y excluir a
los enfermos.

En el cuarto dia, los animales son divididos en varios grupos de acuerdo
a su la linea base en: grupos experimentales, controles vehiculo y controles
intactos, quienes no se les implementaron canulas.

Durante el quinto dia se les proporcion6 40ml de una solucion de
sacarina al 0.5% (Sigma, St. Louis, MO) durante 15 minutos, ademas de la
microinyeccion de farmacos respectivos al experimento y al grupo de
organismos experimentales o controles vehiculos. En la tarde se les dio agua
durante 15 minutos para hidratarlas, puesto que su primer consumo es
menor en comparacion de los dias anteriores.

En los dias 6-8 se les permitio beber nuevamente una solucion de
sacarina al 0.5% (soluciéon cuya concentracion elevada de sacarina le otorga
un sabor fuerte, neofobico per se) durante 15 minutos, seguido de agua para
estudiar los efectos de las drogas en la atenuacion a la neofobia. En la figura
12 se muestran los tiempos del experimento junto con los de las
microinyecciones de los farmacos.

La neofobia y la atenuacion de la neofobia son expresados en porcentaje
de consumo con respecto a la linea base (100 x Consumo de

sacarina/promedio de la linea base de consumo de agua).
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Linea base (agua) Sacarina (Sac 0.5%)

Perfusion
Adgq AN1 AN2 AN3 H,O0

2 ., € p
histologia

1 2 3 4 5 6 4 8 9 10

- Sac 0.5% ~

Tiempo de : I = 1
inyeccion A A A A A
0’

del farmaco -15 157 30° 60’

Figura 1. Metodologia de atenuacién de la neofobia e intervalos de inyeccién de los farmacos:
15 minutos antes del estimulo gustativo (-157), inmediatamente después (0°), 15, 30 y 60 minutos
después (157, 30" y 60° respectivamente).

5.3.2.2. Condicionamiento Aversivo a los Sabores CAS.

Los animales tratados con este protocolo, al igual que los anteriores, se
dejan tranquilos cuatro dias para reestablecerse de la cirugia y son privados
de agua durante las siguientes 24 horas.

Se toma el registro del consumo promedio de agua en los subsecuentes
cuatro dias (15 minutos diarios) y en el quinto se le administra sacarina al
0.1% (40ml) en lugar de agua y una vez pasando 15 minutos de haberle
quitado el bebedero, se les inyecta cloruro de litio ip 0.2M, 7.5ml/Kg. Ver
figura 13.

Cabe destacar que las drogas (acido glutamico, AIDA o ACSF) fueron
microinyectadas intracorticalmente e inmediatamente después de haber
consumido la sacarina (tiempo O minutos).

En las siguientes 72 horas se les presenta agua durante 15 minutos al
dia. Después, durante la prueba fueron estimuladas con la solucién de
sacarina al 0.1% y se cuantifico el consumo de esta con respecto a la linea
base de agua para corroborar la aversion gustativa. Las ratas son hidratadas

15 minutos mas tarde con 10ml de agua, durante 15 minutos. En los
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proximos dos dias se les ofrece nuevamente sacarina al 0.1% durante 15

minutos seguida de la hidratacion.

Linea base (agua) Sacarina (Sac 0.1%)
Perfusi
Adg H,O H,0 H,O Prueba Ext1 Ethh;tcEil;iZ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- Sac 0.1% ~
| - : ‘I
= = 1
A A
0’ 15°

Farmaco LiCl

Tiempo de
inyeccion

Figura 2. Metodologia del Condicionamiento Aversivo a los Sabores (CAS) y tiempo de la microinyeccién
de los farmacos.
En los dias de adquisicion (Adq), prueba y extincién uno y dos (Extl y Ext2 respectivamente) se les
proporciona a las ratas sacarina al 0.1% en lugar de agua. El firmaco es microinyectado inmediatamente
después de haber consumido por vez primera el sabor novedoso y 15minutos después se aplica ip el
irritante gastrico.

5.3.3. Histologia

Para validar los datos conductuales, se hace un estudio histologico
corroborando asi que el area lesionada sea la estudiada, en este caso la CI.
Los cerebros mal canulados son descartados del experimento.

Terminado el experimento las ratas son sacrificadas con una sobre dosis
de pentobarbital y son prefundidas por via intracardiaco con una solucion
salina isotonica (0.9%), para evitar que el tejido se deteriore por cambios
osmoticos y una vez terminada la eliminacion de sangre, se cambia la solucion
por un fijador (paraformaldehido al 0.4%).

Los cerebros son removidos y preservados durante 3 dias con tal fijador

y posteriormente son cambiados a una solucion de sacarosa al 30% por cinco
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dias aproximadamente. Los cerebros son cortados en criostato a 40um y son

tenidos con violeta de cresilo. Ver figura 14.

Figura 3. Sitio de microinyeccién de farmacos en CI.

La imagen muestra la trayectoria del la guia canula y del inyector dispuesto entre la regién disgranular
(D) y agranular (Al). Gl= regién granular. El esquema del cerebro fue tomado del atlas estereotaxico del
cerebro de rata de “Paxinos G. & Watson C, 1998”,

5.3.4. Disefio Experimental

5.3.4.1. Experimento 1 “Implicaciones del glutamato en Cl durante

la Atenuacion de la Neofobia”

Para identificar si hay activacion de los receptores glutamatérgicos en
CI en diferentes etapas del aprendizaje y memoria de un sabor apetecible, se
administro glutamato a la CI de forma bilateral. Se dividié a los animales para
estudiar el efecto temporal de la administracion del glutamato y la asociacion
con estimulos gustativos (glutamato 15 minutos antes del estimulo con
sacarina [Glut-15", n=8], inmediatamente posterior al consumo de sacarina
[Glut 07, n=12], 15 minutos después de la sacarina [Glut 157, n=14], 30
minutos [Glut 307, n=10] y 1 hora después [Glut 607, n=13]). Para fines de
comparacion, el consumo de agua con sacarina fue contrastado con el
consumo del grupo que recibié ACSF (ACSF -157, n=11; ACSF 07, n=14; ACSF
157, n= 14; ACSF 307, n= 12; ACSF 607, n= 14) y el grupo control intacto
(Intacto, n= 30).

Se utilizo una prueba de ANOVA de una via para establecer la existencia
de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales

con sus respectivos grupos controles y en los casos donde se encontro
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diferencias estadisticas se hizo un analisis post hoc de Fischer con una

significancia de (P=0.05).

Resultados.

Los grupos experimentales inyectados con glutamato antes del consumo
de sacarina no presentan cambios en la ingesta del nuevo sabor con respecto
al grupo control, por tanto no tiene repercusion en la percepcion del sabor
(F2,24 = 1.269, P= 0.2924).

Durante la atenuacion de la neofobia (dia de la prueba o segunda
estimulacion con la solucion de sacarina), los grupos intacto, control,
glutamato antes y glutamato 15 minutos después del consumo de dicha
solucion, no tuvieron diferencias significativas: Por el contrario los grupos
tratados con glutamato inmediatamente y a la media hora después de la
presentacion de la sacarina, muestran un consumo bajo de esta en el dia de la
prueba (atenuacion de la neofobia), en comparacion con el grupo control. En la

tabla 2 se muestran los grupos de animales tratados en este experimento.

Tabla 1. Efectos en la formacion de la memoria gustativa al sobre activar los
receptores glutamatérgicos en CI a diferentes tiempos, durante la atenuacion de la

neofobia.
Grupo No. Nombre Droga Tiempo (min) | Efectos en
individuos de inyeccién | la memoria
Experimental 8 Glut-15 Glutamato 15" antes Ninguno
Experimental 12 Glut 0’ Glutamato 0 Bloquea
Experimental 14 Glut 15 Glutamato 15" después Ninguno
Experimental 10 Glut 30 Glutamato 30" después Bloquea
Experimental 13 Glut 60 Glutamato 60" después Ninguno
Control 11 ACSF 15 Vehiculo 15" antes Ninguno
Control 14 ACSF 0’ Vehiculo 0 Ninguno
Control 14 ACSF 15 Vehiculo 15" después Ninguno
Control 12 ACSF 30 Vehiculo 30" después Ninguno
Control 14 Glut 60 Vehiculo 60 después Ninguno
Control Intacto 30 Intacto Ninguna Ninguno

Unicamente Glu 07, tuvo significancia (F234 = 8.207, P= 0.0012) asi
como el Glu 30" (F222 = 10.001 y P= 0.0008). En la figura 15 se muestra el
comportamiento de los animales durante la neofobia y durante la atenuacion

de la misma.
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Figura 4. Efecto de la infusion de acido glutamico (Glu) a diferentes tiempos en Cl en la AN.

Muestra cambios en la memoria gustativa apetecible por inyeccién bilateral de glutamato en Cl en
diferentes tiempos durante la formacién de la memoria gustativa apetecible. A) Muestra el porcentaje de
consumo de sacarina 0.5% en el primer dia (neofobia). B) Porcentaje de ingesta de sacarina en el dia de la
prueba (atenuacion de la neofobia). La linea sombreada representa el porcentaje promedio (con su error
estandar) del consumo basal del grupo control intacto.

Los resultados obtenidos en el experimento 1 muestran que los
receptores glutamatérgicos estan involucrados de alguna forma en la
formacion de la memoria gustativa apetecible. Tomando en consideracion los

trabajos previos en este laboratorio, los cuales indican que los receptores
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ionotropicos de glutamato como el NMDA, no participa durante la atenuacion
de la neofobia {Gutiérrez Ranier et al. 2003a}, {Gutiérrez R., Téllez L. A. &
Bermudez-Rattoni F. 2003b}, {Ferreira G. et al 2002} y por ende podria
pensarse que los AMPA/Kainato tampoco, debido a que estos regulan la
actividad de los NMDA. Por tanto, lo mas probable es que los receptores
mGIluR estén participando. Por lo que se consideré investigar si los receptores

mGIluR I tienen alguna ingerencia en este tipo de memoria.
5.3.4.2. Curva dosis respuesta de AIDA.

Para ver como esta involucrado este receptor, se hicieron experimentos
farmacologicos con el antagonista especifico de los receptores mGluR I,
denominado AIDA.

Sin embargo, como hay pocos estudios farmacologicos in vivo con estas
drogas, se evaluaron cuales eran las dosis mas utilizadas en la literatura y a
partir de ellas se hizo una curva dosis — respuesta tomando en consideracion
las concentraciones ocupadas en algunos trabajos tanto in vitro como in vivo,
para seleccionar la mas adecuada a ser inyectada inmediatamente después del
estimulo gustativo.

Las concentraciones estudiadas fueron: AIDA 3.5mM, 7.04mM vy

10.5mM.

Resultado.

El resultado mostrado en la siguiente grafica muestra que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos durante la primera
presentacion del estimulo gustativo F3zo4 = 0.618, mientras tanto, en la
atenuacion de la neofobia si son significativas las diferencias en el consumo de
sacarina (Fzp4 = 2.921; p< 0.05). Para AIDA, la dosis idonea fue a una
concentracion de 3.5mM (consultar figura 16), cabe destacar que las dosis
ocupadas para este farmaco, no producen efectos colaterales como
movimientos involuntarios o efecto anestésico aparente, ni tampoco amnesia

cronica en las ratas.
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A partir del conocimiento de esta concentracion del farmaco, se procedio

a plantear el siguiente experimento.

10.5

7.04
AIDA (mM)
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T T T T T T T T T T T T T

I |
o (=] o (=] (=] o o o o o
o~ w0 r~ 0 uw =T L] 3] —

[0SOQ OUINSUOD 8P 9%

'........‘........ ..'...l...‘.‘...’.‘.l.‘.‘... -
* | — o 0 000 0 00

0. 60006006 060060600060040606080006

Pl Nl Nl Nl Nl e Nt Nl N Nl Nl Nt N Nl Yl Nl Nl N N

ACSF

I |
o o o (=] (=] (=] o (=] o o
o -] r~ 0 u =T L] o~ —

[0SO OUINSUCD 8P 9%

]

7

7

U]

AIDA (MM)

Figura 5. Curva dosis respuesta de AIDA inyectada bilateralmente en Cl durante la AN, al tiempo Omin.

A) Primera presentacion del sabor (neofobia). B) Segunda presentacion (atenuacién de la neofobia). Las

inyecciones fueron echas inmediatamente después de probar el sabor.
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5.4. Experimento 2 “Importancia de la inhibicion de los
MGIuUR | en corteza insular durante la atenuacion de
la neofobia™.

Se inhibieron los receptores metabotrépicos tipo I en CI mediante la
microinyeccion bilateral del antagonista AIDA en los tiempos de participacion
del glutamato durante la atenuacion de la neofobia y fueron comparados
contra Glut 0" y Glut 307, asi como con los grupos control correspondientes

(consultar tabla 3).

Tabla 2. Efectos en la formacion de la memoria gustativa al sobre activar los
receptores glutamatérgicos en CI a diferentes tiempos, durante la atenuacion de la

neofobia.
Grupo No. Nombre Droga Tiempo (min) | Efectos en
individuos de inyeccion | la memoria
Experimental 12 Glut 0 Glutamato 0 Blogquea
Experimental 12 AIDA 0’ AIDA 0 Favorece
Control 14 ACSF 0’ Vehiculo 0 Ninguno
Experimental 10 Glut 30 Glutamato 30" después Bloguea
Experimental 8 AIDA 30 AIDA 30" después Favorece
Control 12 ACSF 30 Vehiculo 30" después Ninguno
Resultados.

Se encontré6 que no hay diferencias significativas entre los grupos
durante la neofobia, empero, se muestran diferencias entre los grupos
infundido con AIDA a los tiempos 0" y 30" (F5,62=9.732, P<0.0001) con respecto
al grupo control y al grupo de experimental de glutamato en los mismos
tiempos de inyeccion. Mientras que los resultados de glutamato muestran una
disminucion de la memoria reflejada por una reduccion de la atenuacion de la
neofobia, la inhibicién de los mGIuR I con AIDA produce un incremento en la
atenuacion de la neofobia y por ende, un incremento de la memoria gustativa
apetecible, como se observa en la figura 17. Lo anterior sugiere que los mGIluR
I requieren estar inhibidos para que se facilite la memoria en este tipo de
aprendizaje. Pero para conocer qué tan especifico es este fenémeno, se sugiere

el proximo experimento.
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Figura 6. Efecto de la infusidn en Cl del agonista y antagonista (AIDA) de los receptores mGIuR | en AT.
A) Muestra el porcentaje de consumo de sacarina 0.5% en el primer dia. B) Porcentaje del ingesta del
nuevo sabor en el segundo dia (atenuacion de la neofobia). La linea punteada representa el promedio de

consumo del grupo control.

54.1.1. Experimento 3 “Microinyeccién del agonista y antagonista de

los mGIuR | en IC durante AN”

Para corroborar que el efecto de modulacion de la memoria es debido a

la regulacion de la actividad de los receptores glutamatérgicos a partir de los
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receptores mGIuR I, se microinyecté AIDA y glutamato en CI (0.5ul) en cada
hemisferio, bajo las mismas condiciones y concentraciones que en los grupos
anteriores.
Dicho experimento consistié en probar dos grupos experimentales con
sus respectivos controles:
1. Al tiempo cero minutos (AIDA & Glu 0" n=9)
2. Otro a los 30 minutos (AIDA & Glu 30" n= 7).

Resultados.

Se observa en la figura 18 que no hay diferencias significativas entre los
grupos experimentales con sus controles, tanto en la neofobia, como durante
la atenuacion de la neofobia. En esta ultima, los datos se analizaron por medio
de t student, (ACSF 0" vs AIDA & Glutamato 0" txo= 11.131, P<0.0001; ACSF
307vs AIDA & Glutamato 30” t;7= 9.836, P<0.0001).
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Figura 7. Microinyeccién del agonista junto con el antagonista de los receptores mGIuR | en Cl durante
AN.

A) Muestra el porcentaje de consumo durante la neofobia. B) Porcentaje de la atenuacién. En esta ultima,
la combinacién de AIDA con Glutamato en los dos tiempos tienen un efecto de anulaciéon de las
conductas obtenidas cuando se microinyectan en grupos separados como se observa en el experimento
anterior.
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5.5. Experimento 4 “Posible implicacion de los mGIuR 1
en CI durante el CAS”.

Con objeto de conocer si los receptores mGIuR I estan involucrados en el
procesamiento de la aversion a los sabores. Se analizaron los efectos de AIDA
inyectada en IC inmediatamente después de haber retirado el bebedero con
sacarina, previo a la induccion del irritante gastrico (LiCl) ip (~5 min £ 2 min),
dicho grupo se le denomino, AIDA 0" + LiCl y a un grupo control (+/-) con
AIDA sin irritante gastrico (AIDA 0" + NaCl); un grupo control (-/+) cuya
microinyeccion es con solucion vehiculo con LiCl (ACSF 0” + LiCl); y otro grupo
(-/-), con vehiculo y sin irritante y ACSF O + NaCl. La concentracion del
cloruro de litio fue de 0.2M (7.5ml/Kg) ip, aplicada 15 minutos después de la

sacarina. En la tabla 4 se muestran los grupos

Tabla 3. Inhibicion de los mGIuR I en CI durante la formaciéon de la memoria
gustativa aversiva en un modelo de condicionamiento aversivo a los sabores (CAS).

Grupo No. Nombre Droga Tiempo (min) | Efectos en
individuos de inyeccén | la memoria
Experimental 6 AIDA 0"+LiCl AIDA 0 Ninguno
Control (+/-) 7 AIDA 0"+NaCl AIDA 0 Ninguno
Control (-/+) 5 ACSF 0"+LiCl Vehiculo 0 Ninguno
Control (-/-) 7 ACSF 0"+NaCl Vehiculo 0 Ninguno

5.5.1. Resultado

No hay diferencias significativas entre los grupos durante la adquisicion
del CAS, de igual manera no hay diferencias en la prueba, entre los grupos a
los cuales se les aplico CAS segun los datos obtenidos con la “t student”, (AIDA
+ LiCl vs ACSF + LiCl, tio= 5.98, P=0.0001). Sin embargo, en el grupo
experimental sin irritante gastrico (AIDA + NaCl) con respecto a su control
(ACSF + NaCl), hay un incremento del consumo de sacarina el dia de la
prueba (ti3= 7.66, P<0.0001), es decir se observa nuevamente una preferencia
al sabor novedoso a una concentracion menor (sacarina al 0.1%) que la
tratada en el experimento dos. Como se puede visualizar en la grafica 19, lo
cual sugiere que los receptores mGluR I en CI, no estan involucrados en la

formacion de la memoria gustativa aversiva. No obstante, es probable que en
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otras estructuras cerebrales que conforman el trazo gustativo, si tengan
alguna injerencia, por lo que se propuso indagar en BLA, bajo la atenuacion
de la neofobia. Dicha estructura tiene un papel importante en el
condicionamiento aversivo a los sabores, debido a que presenta una mayor
liberacion de glutamato que la CI tras la inyeccion ip de LiCl {Miranda MI,
Ferreira G, Ramirez-Lugo L, Bermudez-Rattoni F. 2002}. Sin embargo no se
sabe si esa liberacion de glutamato también participa durante la atenuacion

de la neofobia.
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Figura 8. Inhibicién de los receptores mGIuR | con AIDA en Cl durante la adquisicion del CAS.

A) Muestra el consumo de sacarina 0.1% durante la adquisicion (primer presentacién del sabor
novedoso). B) Segunda presentacion del sabor nuevo una vez asociado al irritante gastrico (LiCl) o no, en
el caso de inyecciéon ip de NaCl. No se abate el CAS cuando se inyecta bilateralmente AIDA en Cl tiempo
0 tanto durante la adquisicién como durante la prueba de la tarea.
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5.6. Experimento 5 “Probable participacion de los
MGIuR | en Amigdala durante la AN”".

Considerando la importancia de la ABL en la memoria gustativa, se hizo
un estudio en esta estructura para ver si estan involucrados de igual forma los

receptores metabotropicos de glutamato tipo I, como se observa en la tabla 5.

Tabla 4. Inhibicion de los mGIluR I en ABL & en CI durante la formacion de la
memoria apetitiva en AN.

Grupo No. Nombre Droga Tiempo (min) | Efectos en
individuos de inyeccion | la memoria
Experimental 10 AIDA 0" ABL AIDA 0 Ninguno
Experimental 7 AIDA Q" CI AIDA 0 Favorece
Control 10 ACSF 0’ Vehiculo 0 Ninguno

5.6.1. Resultados.

Como se denota en la grafica 20 y es corroborado por la ANOVA, no hay
diferencias significativas entre los grupos durante la neofobia (F2,28= 0.711, P =
0.4999). En la atenuacion de la neofobia, el grupo al que se le inyecté AIDA en
el tiempo cero en ABL y el control en la misma estructura no presentan
diferencias significativas, en contraste si las hay entre AIDA tiempo O minutos

en CI con respecto a los otros dos grupos. F228=4.9114, P = 0.0148.
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Figura 9. Inhibiciéon de los receptores mGluRl con AIDA en ABL, durante la formacién de la memoria
gustativa apetecible en la AN, como ocurre en Cl.
A) Muestra el porcentaje de consumo de sacarina al 0.5%, durante la neofobia. B) Porcentaje de consumo
de sacarina durante la atenuacién de la neofobia.

A continuacion se presenta en la figura 21, un compendio de los
resultados obtenidos en los experimentos anteriores de AN, donde se observa
los efectos que tiene la sobre activacion o la inhibicion de los receptores

mGIluR I en CI, durante la formacion de una memoria apetecible en ratas.
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En el tiempo “O minutos” durante la neofobia no hay diferencias
significativas entre el grupo control (ACSF), glutamato, AIDA y AIDA &
Glutamato (Fs46 = 0.249), mas en la atenuacion de la neofobia se observan
cambios significativos entre estos grupos (Fz46 = 6.355; p< 0.01). Mientras el
grupo tratado con glutamato presenta un detrimento en la ingesta de
sacarina, AIDA la incrementa con respecto al control p< 0.05 y el grupo
tratado con AIDA & Glutamato no muestra efectos significativos al compararse
con el grupo control.

De igual forma se observa una respuesta normal (sin diferencias
significativas) durante la neofobia entre los grupos inyectados 30 minutos
después; control (ACSF), Glutamato (Glu 30), AIDA (AIDA 30) y AIDA con
Glutamato (AIDA & Glu 30) (F341 = 1.082). Durante la atenuacion de la
neofobia si hay diferencias significativas en estos grupos (F341 = 5.016; p<
0.01). El grupo al cual se le inyecté glutamato 30 minutos después de la
ingesta de sacarina muestra detrimento de la memoria apetecible (presenta
todavia neofobia), en tanto el grupo manipulado con AIDA tiene una
facilitacion de esta (atentia mas rapido la neofobia) en comparacion con el
grupo control (p< 0.05). El grupo AIDA & Glu 30 no tiene diferencias
significativas con su control, ni tampoco el grupo glutamato inyectado 60
minutos después, el cual fue comparado con su respectivo grupo control
mediante una prueba de “¢” no pareada (t 26 = 0.319).

En la figura 21 se muestra un resumen de los efectos provocados por la
estimulacion e inhibicion de los receptores mGIluR I en CI a diferentes tiempos

durante la formacion de una memoria gustativa apetecible.
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Figura 10. Diferentes efectos del glutamato, AIDA y AIDA/Glutamato inyectados en Cl antes,
inmediatamente después de la primera presentacion del sabor, a los 15, 30 o 60 minutos después
durante la AN.

La linea gris representa el promedio de los grupos controles con un p<0.05. A) Muestra el porcentaje de
consumo de sacarina al 0.5%, durante la neofobia. B) Porcentaje de consumo de sacarina durante la
atenuacién de la neofobia.
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Figura 1. Diferentes efectos del glutamato, AIDA y AIDA/Glutamato inyectados en Cl antes,
inmediatamente después de la primera presentacion del sabor, a los 15, 30 o 60 minutos después
durante la AN.

La linea gris representa el promedio de los grupos controles con un p<0.05. A) Muestra el porcentaje de
consumo de sacarina al 0.5%, durante la neofobia. B) Porcentaje de consumo de sacarina durante la
atenuacién de la neofobia.

6.DISCUSION.

Durante el procesamiento de la memoria hay cambios en cuanto a la
comunicacion neuronal que puede dar como resultado modificaciones
citoarquitectonicas de las mismas, con el fin de formar una via rapida o trazo

que modifique la entrada y salida de informacion, ya sea, ante subsecuentes
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estimulaciones o ante otros procesos mnemoénicos, como la evocacion. En la
actualidad, se conocen las estructuras cerebrales que implicadas en el sistema
gustativo, asi como las estructuras involucradas en la formacion de la
memoria gustativa, (ver apéndice I) y se ha observado que en varias de estas,
se activan genes de expresion temprana, como c-fos, {Yasoshima Y. et al. 2006}
ademas hay sintesis {Rodriguez-Ortiz C. J. et al. 2005} y fosforilacion de
proteinas {Berman D. E. et al. 2000}, {Rosenblum K. et al. 1997} que modifican
la respuesta neuronal ante subsecuentes presentaciones del sabor novedoso.

En la CI principalmente se han evidenciado estos cambios y se han
reconocido los neurotransmisores con sus respectivos receptores que son
indispensables en el reconocimiento de nuevos sabores, sabores familiares
apetecibles y aversivos {Miranda M. I. et al. 2000}, {Berman D.E. et al. 2000}, {
Bermudez-Rattoni F. et al. 2004}.

En el presente estudio se observo que la infusion de glutamato, en la CI,
tanto inmediatamente después de haber ingerido por primera vez un sabor o a
la media hora, se produce un estado de no familiaridad (mantenimiento de la
novedad) al sabor en subsecuentes presentaciones, pero no cuando se
estimulan a los quince o sesenta minutos después de haberlo probado. La
inhibicion de dichos receptores, durante la misma ventana de activacion que
el glutamato, favorece la atenuacion de la neofobia, mas no afecta la conducta
hiponeofagica, es decir, no altera la percepcion del nuevo sabor, y en cambio,
favorece la adquisicion del nuevo aprendizaje. Si se inyecta un combinado de
glutamato y AIDA (el inhibidor de los mGluR1) se nulifican sus efectos, por
tanto se obtiene una atenuacion de la neofobia normal.

Dicho patron podria significar que la formacion de la memoria gustativa
apetecible es labil por lo menos en dos tiempos donde la modulacion por los
mGIluR I es crucial para clasificar un sabor. Cuando estan inactivos se vuelve
apetecible (familiar) y por el contrario, si estan activos se mantiene como
novedoso. Dicho de otra forma, la sobre activacion de los receptores
glutamatergicos produce un aumento del ruido sinaptico y por ende

alteraciones en la memoria {Maciejak P, et al. 2003}.
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Miranda y colaboradores {Miranda M.I. et al., 2002} encontraron al hacer
microdialisis, tanto en CI como en amigdala, un aumento significativo de
glutamato en presencia de un irritante gastrico y si se inyecta glutamato (2ug)
intracortical, se expresa una fuerte aversion al sabor, es decir, el glutamato
esta involucrado en la formacion de la memoria gustativa aversiva. En mi
experimento, se observa que los mGIuR 1 no estan involucrados (o no
significativamente) en la aversion a los sabores, segun los datos obtenidos en
el CAS. No en tanto, si tienen un valor importante en la memoria gustativa
apetecible y en particular durante la adquisicion y consolidacion de esta, ya
que se modifica la conducta de atenuaciéon a la neofobia cuando se inyecta
glutamato o el antagonista de los mGIuR 1 una vez adquirida la memoria, esto
es inmediatamente después de haber consumido sacarina 0.5% por primera
vez (tiempo O minutos o 30 minutos después de la adquisicion) (posiblemente
durante la consolidacion de dicho aprendizaje). Cabe destacar que la
estimulacion con dichos farmacos no afectan la deteccion del sabor, puesto
que al inyectarse 15 minutos antes de percibir el sabor novedoso, no modifica
la neofobia. Segun resultados de Schachtman y colaboradores, el CAS es
abatido por la inyeccion ip del antagonista para los receptores mGluR 5
(MPEP) y no de los mGluR 1 (AIDA) {Schachtman T. R. et al. 2003}, de igual
forma, cuando son inhibidos los mGluR I en CI no se bloquea el CAS {Escobar
M. L. Alcocer I. & Bermudez-Rattoni F. 2002}. Lo cual podria sugerir que los
mGIluR 5 actian en el CAS mientras que, de acuerdo a mi investigacion, los
mGIluR 1 en CI, estan involucrados en los procesos mnemonicos del
aprendizaje gustativo apetecible (atenuacion de la neofobia) y tienen dos fases
de accion, una durante la adquisicion y otra en la consolidacion del
aprendizaje.

Con respecto a la participacion del glutamato en dos tiempos distintos,
fenomenos parecidos acontecen en otros trabajos como el de Ferreira y
colaboradores {Ferreira G. et al. 2002} quienes sugieren que hay activacion de
los receptores de NMDA en CI, durante el consumo del estimulo gustativo

novedoso y nuevamente durante la percepcion del irritante gastrico o aversivo.
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Estas ventanas de activacion suceden en otros casos como en la
fosforilacion de tirosinas en CI después de la ingestion de un sabor nuevo, solo
que esta permanece encendido por tiempos bajos (de minutos a horas)
{Rosenblum K. et al. 1995}. Asi como durante la consolidaciéon de una tarea
denominada condicionamiento contextual al miedo, en la cual hay
fosforilacion de las proteinas ERK1/2 y CREB de 0-1 hora y de 9-12 horas
{Trifilieff P. et al. 2006}. En otras palabras, el comportamiento de la activacion
de proteinas en dos fases distintas, durante la formacion y consolidacion de la
memoria es observada en varios protocolos conductuales.

Eckert y Racine sugieren que los mGluR 1 estan involucrados en la
formacion de metaplasticidad (un proceso que induce cambios nimios en la
sinapsis, no detectables electrofisiologicamente, pero permite subsecuentes
cambios en el sistema) que favorece la facilitacion de la memoria y de la
induccion del LTP {Eckert MJ, Racine RJ. 2004}. Ademas Maciejak P. y
colaboradores han encontrado que los mGIluR 1 participan en la consolidacion
de la memoria de condicionamiento al miedo {Maciejak P, et al. 2003}. Al
suministrar en el hipocampo el antagonista de los mGIluR 1, AIDA, tanto el
agonista como antagonista de mGluR 5 (CHPG y MPEP respectivamente) una
vez adquirido el condicionamiento al miedo, hay un incremento de la conducta
de congelamiento en el grupo inyectado con AIDA, es decir hay una facilitacion
de la memoria, en tanto, los agonistas y antagonistas de mGluR 5 no
produjeron ningun efecto. También demuestran que la presencia de AIDA en
hipocampo decrece significativamente la expresion de c-fos en el giro dentado y
CA1l durante el periodo de tiempo correspondiente al incremento del
condicionamiento a la conducta de congelamiento. Cabe destacar que la
expresion de c-fos esta involucrada en la deteccion de la novedad e implicada
en aprendizaje y reconocimiento de nuevos eventos cognitivos.

Los resultados emanados en este trabajo de memoria gustativa,
coinciden con los datos obtenidos por Maciejak P y colaboradores, lo que
sugiere que la falta de activacion de los receptores mGluR 1 esta asociada a la
pérdida de novedad del estimulo gustativo, formando una memoria gustativa

apetecible. Por otro lado, los mGIluR 5 —-segun Schacman- participan en la
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formacion de la memoria gustativa aversiva, sin embargo esto ultimo habria
que confirmarlo al inyectar bilateralmente en CI y amigdala bajo las mismas
condiciones que en el presente estudio, puesto que ellos los aplican intra
peritoneal, por tanto no son tan especificos pues afectan a todas las

estructuras cerebrales y a 6rganos.
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formacion de la memoria gustativa aversiva, sin embargo esto ultimo
habria que confirmarlo al inyectar bilateralmente en CI y amigdala bajo las
mismas condiciones que en el presente estudio, puesto que ellos los aplican
intra peritoneal, por tanto no son tan especificos pues afectan a todas las

estructuras cerebrales y a 6rganos.
7.CONCLUSION.

e Los receptores mGluR I participan negativamente o requieren estar
inactivos en la formacion y/o consolidacion de la memoria gustativa
apetecible.

e Los receptores mGluR I podrian estar ejerciendo una regulacion negativa
sobre los receptores tipo NMDA, asi como también con los
AMPA /Kainato y/o tener intercomunicacion cruzada (cross talk) con
receptores de ACh, los cuales estan ampliamente involucrados en
procesos de memoria gustativa apetecible.

e Los receptores metabotropicos de glutamato tipo I no afectan el
procesamiento del estimulo gustativo puesto que se observa una
conducta hiponeofagia a la sacarina (0.5%) en la primera presentacion,
pero si se aprecian modificaciones en la adquisicion y la consolidacion
de la memoria apetecible, porque al inyectar AIDA en CI inmediatamente
o a los 30 minutos después de haber consumido el sabor novedoso, se
observa una mejora en la formacion de la memoria apetecible.

e Con los elementos antes senalados es posible considerar futuros
trabajos de investigacion que nos permitan escudrinar en las funciones
de los receptores metabotropicos de glutamato, asi como la observacion
sobre las distintas interacciones de los receptores en cuanto cascadas
intracelulares para producir procesos de plasticidad sinaptica y
neuroproteccion de las células neuronales.

e Los experimentos presentados permiten dar cabida a otras

investigaciones de enfermedades neurodegenerativas como demencias,
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Sindrome de Alzheimer, epilepsias, excitotoxicidad, esquizofrenia y la

esclerosis multiple.
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Apendice I. Vias del procesamiento de la informacion gustativa.

NUcleo del Tracto Solitario (NTS) o Fasciculo Solitario.

La informacion gustativa, al igual que la visceral, respiratoria y
pulmonar viajan del NTS al nucleo parabraquial. La gustativa es transportada
de forma ipsilateral rodeando al brachium conjunctivum hasta la region
posteromedial y lateral. {Reilly S. 1999}, {Karimnamazi H. et al. 2002}. Sin
embargo, algunos estudios electrofisiologicos y con técnicas de doble marcaje,
demuestran que en la region Waist (region gustativa), se encuentra el 15% de
la poblacion de neuronas transportadoras de informacion visceral. Por otro
lado, se encontro actividad orosensorial de la cavidad oral posterior, en la
region rostral y lateral correspondiente a la parte visceral {Karimnamazi H. et

al. 2002}.
NUcleo Parabraquial (NPB).

El nucleo parabraquial podria ser la primer area donde se procesa la
informacion gustativa y visceral, segin investigaciones de John-Paul Baird et
al. (2001). Puesto que células gustativas registradas electrofisiologicamente en
el NPB fueron coactivadas o moduladas por distension gastrica. También
encontraron inhibicion de algunas pocas células gustativas a partir de
diferentes estimulaciones gastricas con infusion intragastrica lipidica, infusion
de glucosa, glucagon e insulina, que imitan los procesos de saciedad.

El NPB transporta la informacion por medio de dos rutas, una, se
conecta bilateralmente con la region Parvicellular del nucleo talamico
ventroposteromedial (nucleo gustativo del talamo) {Paxinos G. & Watson C.
1995} que a su vez proyecta a CI; y al nucleo parasubtalamico en el cual
confluye informacion gustativa y visceral del nervio glosofaringeo y vago,
provenientes del NTS. El Nucleo parasubtalamico, también manda Ila

informaciéon a la CI. {Goto M. & Swanson L. W., 2004}.
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La otra via es por medio del sistema limbico conectandose con la ACe
{Sakai N., & Yamamoto T., 1999}, nucleo de la estria terminalis del talamo,
hipotalamo lateral y substancia inominata. Todas estas estructuras envian la

informacion a la CI {Reilly S.,1999}.

Proyecciones del Nucleo Parabraquial al Nucleo del Talamo Gustativo

El NPB envia axones al talamo ventroposteromedial parvicellular o
talamo gustativo de forma bilateral, al igual que al nucleo parasubtalamico
cuya funcion es modular la respuesta digestiva y metabolica, puesto que
adquiere informacion del nucleo parasimpatico preganglionico del cerebro
medio, de los nucleos motores orofaciales, aferencias viscerales y gustativas
del NTS y NPB e informacion olfativa a través de la amigdala {Goto M. &
Swanson L. W., 2004}.

Las proyecciones del talamo ventroposteromedial pasan
rostrolateralmente a través de la zona inserta en la cual pueden formarse
algunas sinapsis colaterales, y entra en la cdpsula interna. Continua
avanzando a través del tercio ventral del caudado-putamen arribando a la
capsula externa, penetra las capas profundas de la corteza hasta llegar al
claustrum al cual lo rodea y termina finalmente en la CI localizada en la region
dorsal del surco rhinal por donde cruza la arteria media cerebral {Paxinos G. &
Watson C. 1995}.

De igual forma el ntcleo parasubtalamico manda axones ipsilaterales a
la CI region agranular, a la BLA region caudolateral, ACe parte medial, parte
ventral capsular y en la periferia de la lateral. También tiene algunas
proyecciones a la corteza entorhinal {Goto M. & Swanson L. W., 2004} y al
globus pallidus, el cual tiene conexiones reciprocas con la corteza prelimbica y
la CI agranular region dorsal y es muy importante en la regulacion de la
ingesta {Brog JS, et al. 1993}.

Por otra parte, el talamo mediodorsal y subcomisura ventral tegmental
tiene comunicacion bidireccional con el nucleo accumbens, con la corteza

orbital lateral e insular agranular ventral. Recibe proyecciones de la corteza
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piriforme y las manda de igual forma a la CI. Asi mismo, interacciona con al
corteza olfativa primaria y nucleos corticales de la amigdala y corteza orbital
medial {Ray J. P. & Price J. L., 1992}.

Proyecciones del NPB al sistema limbico (cerebro anterior), las
conexiones son bidireccionales y se ha visto que en amigdala, hipotalamo
lateral y CI, se modulan las respuestas gustativas del NPB y NTS.

Muchos axones del NPB se extienden ventrolateralmente a través de la
zona inserta y la capsula interna para distribuirse ampliamente en el cerebro
anterior ventral, con el cual tiene conexiones ipsilaterales, principalmente con
el area gris ventrolateral a central en el paquete tegmental dorsal y algunos en
ventral, también tiene conexiones con el tracto tegmental central lateral. Los
fasciculos ventrales los manda a la sustancia Nigra parte compacta y
continian rostrolateralmente a través del hipotalamo posterior lateral,
evitando al nucleo subtalamico y el pedunculo cerebral. De igual manera,
tiene contacto con la ACe subdivision medial, la parte ventrolateral del nucleo
basal parvicellular , nucleo basomedial y accesorio {McDonald A. J., 1999}.

Las porciones celulares mas dorsales se comunican con el talamo para
terminar densamente en la extremidad medial del nucleo posteromedial
ventral y se pierden en el parafascicular central medial, entre otros nucleos de

la linea media {Paxinos G. & Watson C. 1995}.

Estria terminal del talamo

La estria terminal del talamo es una estructura perteneciente al cerebro
medio, cuya funcion (junto con la amigdala) posiblemente esté involucrada en
la asociacion o integracion entre un estimulo gustativo con uno visceral {de la
Torre-Vacas L & Agliero-Zapata A., 2006}. Recibe proyecciones del NTS rostral
y medial y del NPB medial y manda gran cantidad de las proyecciones al
nucleo accumbens region caudal, algunas de estas fibras contintian en la
region ventromedial del nucleo accumbens y rostral, para terminar en las

capas profundas del tubérculo olfativo y en el extremo rostral del nucleo septal
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lateral. Algunas otras fibras que llegan al nucleo accumbens son enviadas a la
sustancia innominata caudal.

La ACe recibe fibras de la estria terminalis/ansa peduncularis tanto en
region ventral y medial. Muy pocas fibras son llevadas a otras partes del
nucleo amigdalino. En tanto que la basta mayoria de las fibras de la estria
terminal region descienden a través del hipotalamo. Las fibras entran por el
hipotalamo lateral a la sustancia Innominata medial y area preoptica lateral.
Algunas de las eferencias contintian al nucleo hipotalamico paraventricular
llegando hasta el pedunculo cerebral. También llegan al VTA. Todas estas
estructuras tienen una gran relevancia en el control de la actividad motora
orofacial.

El estriado region anterolateral inerva también al Estriatum olfativo,
parte del sistema estriatopalidal dorsal y sistema neuroendocrino cuyas
funciones estan ampliamente vinculadas con el control de la homeostasis,
predominantemente en el sistema auténomo y en la conducta de ingestion.

Cabe destacar que dicha region del estriado, al igual que la ACe reciben
gran cantidad de impulsos provenientes de la corteza gustativa, visceral y
olfativa, corteza prefrontal (infralimbica y prelimbica), corteza entorhinal,
hipocampo y algunas cortezas relacionadas con el sistema auditivo, visual y

somatosensorial.

Nucleo accumbens

El nucleo accumbens esta involucrado en funciones de locomocion,
ingesta {Sangeeta M. et al., 2004}, motivacion y respuesta de reforzamiento
{Kirouac G. J. & Ciriello J., 1997}. Es parte del estriado ventral {Kirouac G. J.
& Ciriello J., 1997}, localizado en la parte rostrobasal del cerebro medio;
rostralmente delimita con el nucleo endopirhiforme dorsal y con la corteza
orbital region ventral y caudalmente con los nucleos estria terminal del
talamo. Anatomicamente se divide en dos subnucleos:

Nucleo accumbens central que rodea a la comisura anterior y a su vez es

cubierta por el otro subnucleo del accumbens, el laminar o periférico (Shell), el
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cual colinda dorsolateral con el caudado-putamen {Paxinos G. & Watson C.
1995}.

Nucleo accumbens recibe informacion del sistema limbico, asi como de
corteza prefrontal (prelimbica, infralimbica, y cingulada), hipocampo (laminar
a partir del subinculum ventral y el subnucleo central del subinculum dorsal)
y BLA, Basomedial {Helm K. A., et al 2003}, {Kirouac G. J. & Ciriello J., 1997},
{Brog JS et al. 1993}, globus pallidus ventral, aferencias dopominérgicas del
mesencéfalo ventral, VTA y talamo paraventricular, nucleo talamico
intralaminar y medial {Kirouac G. J. & Ciriello J., 1997}.

Cabe destacar que la informacion proveniente del nucleo amigdalino
basal accesorio es de origen sensorial multimodal primordialmente auditiva y
visceral. Estos impulsos llegan a los dos subnucleos, pero el laminar los
manda al VTA lateral, mientras que el central a la sustancia Nigra {Wright CI,
et al. 1996}.

Algunas de las inervaciones provenientes del hipotalamo llevan
informacion visceral, por lo que, puede estar involucrado en el procesamiento
de la informacion gastrica {Sangeeta M. et al., 2004}.

Ambos subnucleos tienen proyecciones con estructuras involucradas en
procesos de motivacion y emocion, como el sistema limbico (sustancia
Innominata, nucleos de la estria terminal del talamo y materia gris del
periacueducto), corteza prefrontal, ademas de tener comunicacion con
estructuras que participan en la transmision y codificacion de la informacion
viscero-sensorial, como el caso del nucleo paragigantocellular lateral, el nucleo
reticular lateral de la formacion reticular de la médula ventrolateral y del NTS
medial y caudal {Kirouac G. J. & Ciriello J., 1997}; con cortezas relacionadas
con memoria gustativa, CI agranular (en accumbens laminar medial y lateral,
asi como en el subnucleo central), corteza entorhinal lateral (en laminar lateral
y central) y aigdala basal {Brog JS et al. 1993}. Tiene comunicacién con otras
estructuras como area hipotalamica lateral rostrocaudal {Helm K. A., et al
2003}, hipocampo (subinculum, CA1l y la porcion caudodorsal) {Brog JS et al.
1993}. Investigaciones Ramirez-Lugo y colaboradores en 2006, muestran que

el nucleo accumbens tiene una importancia significativa en la formacion de la
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memoria gustativa. Al inhibir los receptores muscarinicos antes de la
adquisicion del estimulo gustativo en el subnucleo periférico, se abaten tanto
la formacion de la memoria apetecible como aversivo. Por otro lado, si se
inhiben los receptores tipo NMDA en ambos subnucleos se evita la formacion
de la memoria aversiva y no apetecible {Ramirez-Lugo L, Zavala-Vega S &
Bermudez-Rattoni F. 2006}.

El subnucleo central de tiene aferencias con estructuras que participan
en mecanismos motores voluntarios, como son de los ganglios basales
(pallidum ventral, nucleo subtalamico y sustancia nigra) por lo que se ha
involucrado en estas funciones {Kelley A. E., 2004}, {Helm K. A. et al., 2003}.

El subnucleo laminar (Shell recibe informacion gustativa y visceral del
NTS y de forma indirecta recibe informacion de la corteza gustativa a partir del
NPB y talamo. También pueden provenir de la amigdala de forma directa o
indirecta por dos vias. La primera es a partir de la ruta NTS -NPB - amigdala
central (ACe), VTA — accumbens. Por la otra es por CI — amigdala basolateral
(ABL) — accumbens {Kirouac G. J. & Ciriello J., 1997}.

El nucleo accumbens laminal, tiene comunicacion con el hipotalamo
lateral que parece ser importante para controlar la conducta de motivacion, al
igual de la corteza piriforme e infralimbica {Kelley A. E., 2004}, {Helm K. A. et
al., 2003}. Por otra parte, recibe informacion del estriado ventral (area de la
obesidad), por lo que se sugiere que esta involucrado en el control de la
ingesta. Este subnucleo envia informacion a la region limbica subcortical,
hipotalamo lateral, VTA, pallidum ventral ventromedial y a los centros

autonomos del tallo cerebral {Kelley A. E., 2004}, {Helm K. A. et al., 2003}.

NUcleo Magnocellularis

Una de las vias de comunicacion ajenas a las relacionadas con la
transmision de senales gustativas y viscerales es la presente estructura. El
nucleo basal magnocelularis o de Meynert en primates {Mogenson GJ et al,
1983}, provee de acetilcolina a todo el manto cortical, amigdala, talamo,

hipotalamo y globus palidus.
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Estas proyecciones que también envia a la corteza, pueden participar en
la regulacion de la activacion de esta estructura que influye de forma indirecta
en la formacion de una conducta ante un estimulo y en procesos de memoria y

aprendizaje {Miranda M. [.& Bermudez-Rattoni F., 1999}.

NUcleo Hipotalamico Lateral

El nucleo hipotalamico paraventricular y lateral, se encuentra implicado
en procesos de alimentacion {Wang C. et al 2001}, integra las senales
fisiologicas relacionadas al control y almacenaje de energia, es capaz de
controlar la necesidad de consumo de un alimento con caracteristicas
particulares en cuanto a proteinas, carbohidratos y acidos grasos,
dependiendo de la escasez de estos en el cuerpo. Algunas de las vias de
comunicacion del hipotalamo son a través de las proyecciones bidireccionales
del NTS, NPB, corteza, ACe y algunos nucleos del cerebro anterior ventral
como es el caso del talamo, cuyas funciones son cruciales también para la
regulacion de la homeostasis, ingestion, motivacion y memoria gustativa.

En varios estudios se ha observado que la activacion del hipotalamo es
facilmente modificado por senales tales como distension gastrica,
hiperosmolaridad, aumento de los niveles de insulina y de glucosa en sangre,
almacenaje de energia, utilizacion de la misma y expectacion de saciedad.
Dicha modificacion en la actividad del hipotalamo por efecto de la saciedad
produce, entre otras cosas, la regulacion de la actividad de neuronas
gustativas del NTS, que coincide con la suspension de la ingesta. La lesion de
esta estructura provoca hipofagia en el individuo, llevandolo hasta la anorexia.
{Wang C. et al. 2001}. Por ello, ha sido considerado como una de las
estructuras mas importante en donde se lleva a cabo la representacion del
hambre, algunas de las estructuras con las que participa en esta tarea son el
periacueducto ventrolateral de la materia gris, nucleo talamico paraventricular
y corteza prefrontal medial {Sewards TV & Sewards MA., 2003}.

El hipotalamo en presencia de un estimulo gustativo neofobico activa las

vias de norepinefrina principalmente en la region paraventricular, de manera
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simultanea que se activan en tallo cerebral produciendo una conducta de
alerta. Por otro lado, el hipotalamo puede ser activado por medio del sistema
simpatico produciendo una liberacion de epinefrina a partir de compuestos
adrenérgicos lo cual lleva a un incremento de glucosa en la sangre, incremento
del metabolismo y mantenimiento de un estado de alerta {Dennis A.et al
2002}. También dicha estructura cerebral esta involucrada en procesos de

deteccion de sabores aversivos {Helm K. A. et al., 2003}.

Amigdala

La amigdala es una estructura muy importante, puesto que esta
involucrada en el desarrollo de conductas asociadas con factores emocionales
y motivacionales, asi como en mecanismos de memoria y aprendizaje.

Se localiza en la parte anteromedial del loébulo temporal, sobre el
estriado y anterior a la porcion ventral de la formacion hipocampal y esta
formado por los siguiente nucleos:

Nucleo amigdalino basolateral, nucleo amigdalino intercalado,
periacueducto gris y nucleo amigdalino central {McDonald A. J., 1999}.

La amigdala recibe proyecciones con informacion sensorial del talamo y
diversas cortezas sensoriales (auditiva, somatosensorial, visual y olfativa),
incluyendo a la corteza prefrontal y perhirinal. De igual forma, tiene amplia
comunicacion con estructuras del cerebro medio y anterior tales como,
hipocampo, hipotalamo, nucleos de la estria terminal del talamo y tallo
cerebral que son areas importantes para el desarrollo de una respuesta
conductual puesto que activan centros autéonomos y endocrinos. Estudios
electrofisiolégicos y farmacologicos corroboran el hallazgo anatémico, siendo
asi, la amigdala es considerada una estructura muy importante en la
formacion de asociaciones entre estimulo sensorial y eventos biologicamente
importantes para el organismo que implican cambios conductuales en cuanto
a motivacion o reacciones emocionales. Por ejemplo, esta involucrada en

procesos biolégicos como dormir y despertar, orientacion, conductas aversivas,
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respuesta ante un castigo o recompensa, conducta de ingesta, reproduccion y
cuidado maternal {McDonald A. J., 1999}.

El nucleo amigdalino tiene muchas proyecciones al estriado, estructura
que tiene un papel muy importante en el desarrollo de respuestas
conductuales. Dicha trama tiene su origen en la amigdala basolateral y se
aloja mayoritariamente en la region ventral y medial del estriado, incluyendo
al nucleo accumbens.

Por otro lado, la ACe manda informacion autonomica, somatica,
sensorial y endocrina al hipotalamo y tallo cerebral a través de la estria
terminal del talamo.

La amigdala tiene una amplia comunicacion con el manto cortical,
preferentemente de forma ipsilateral; esta conexion cortico—amigdalina, lleva
informacion sensorial, emocional y motivacional a todo el manto cortical.

Con respecto a las vias sensoriales, recibe informacion olfativa a traves
del bulbo olfativo {McDonald A. J., 1999} y de la corteza pririforme a la
amigdala lateral y nucleo geniculado {Phillips A. G., et al. 2003}. Que a su vez
mandada al talamo parasubtalamico {Goto M. & Swanson L. W. 2004}.

La informacion gustativa llega a la ACe de forma directa del NTS e
indirectamente del NPB, sin embargo la mayoria de la proyecciones que recibe
la amigdala tanto de estas estructuras como de la CI anterior, llegan de la
amigdala basolateral y del nucleo cortical de la amigdala, los cuales también

tienen relevo en la ACe .

Corteza insular (Cl).

La CI en el cerebro de ratas se encuentra en la superficie lateral del
hemisferio cerebral, en la region dorsal al surco rhinal rostral a la corteza
perirhinal, por donde cruza la arteria cerebral media.

La CI colinda en la region rostral con la corteza orbital, caudalmente con
la corteza perirhinal, lateral con claustrum y cuerpo calloso (capsula externa);

en la parte ventral con el surco rhinal y la corteza periforme y dorsal con la
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corteza somatosensorial I en la parte dorso rostral, en dorso caudal con la
corteza somatosensorial II y mas caudal con la corteza temporal.

Histologicamente se divide en tres regiones, agranular, disgranular y
granular (ver figura 22). La region mas ventral (disgranular y agranular) esta
relacionado con el sistema gustativo {Yamamoto T. et al. 1987}, {Yamamoto T.
et al. 1988}, principalmente en la parte rostral {Cechetto D.F. & Saper C. B,
1987}. En la region dorsal (en la capa granular) se encuentran neuronas con
actividad termo receptiva de la lengua, asi como neuronas tactiles de la lengua
en la porcion limitrofe con la corteza somatosensorial {Sewards T. V. 2004}. En
la capa granular region caudal, se encuentran las neuronas viscero-
sensoriales {Paxinos G. & Watson C. 1995}.

Estudios electrofisiologicos hechos por Yamamoto y colaboradores,
muestran que la CI disgranular presenta caracteristicas diferenciales en
cuanto a respuesta a la estimulacion por medio de un sabor determinado. Las
neuronas que se estimulan preferentemente con un sabor dulce se encuentran
en la parte rostral y con sabores amargos, como la quinina, primordialmente
en la region caudal y en la region granular. Las neuronas estimuladas tanto
por sabores salados como acidos se encuentran dispersas {Paxinos G. &
Watson C. 1995}.

Otros experimentos realizados por el mismo grupo demuestran que
pueden reconocerse dos tipos de neuronas. Tipo I (sensoriales) responden con
un incremento de descargas ante uno o mas sabores independientemente de
que sean aversivos o no. Tipo II (hedodnicas), neuronas encontradas
principalmente en la region dorsal y caudal, algunas son excitadas ante un
estimulo gustativo apetecible como el azucar y su actividad decrece conforme
este va siendo mas aversivo. Otras células tipo II se activan con sabores
aversivos y se inhiben con apetecibles {Yamamoto T., et al.,1989}.

Por lo tanto la CI es una estructura importante tanto para la deteccion
del sabor como de los efectos viscerales posteriores y también juega un papel
importante en la asociacion de dichos estimulos. También recibe informacion

olfativa, sensorial, auditiva y visual por medio de otras areas, por lo que se le
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ha considerado una estructura multimodal. Recibe informacion de las
siguientes estructuras:

El nucleo accumbens inerva a la CI primordialmente a la region rostral,
a partir del subnucleo central y laminar lateral {Brog JS et al. 1993}. También
del nucleo talamico ventroposteromedial region parvicelular, amigdala y areas
corticales adyacentes como prefrontal, entorhinal, perirhinal y corteza
prelimbica.

Estudios de fMRI en humanos muestran una convergencia entre
estimulos gustativo y olfativo en la region agranular anterior de la CI, en la

region caudal de la corteza fronto-orbital y en la corteza cingulada anterior.
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Figura 1. Regiones de la Corteza Insular (CI).

A) Representacién esquemadtica de neuronas sensoriales térmicas y gustativas de la lengua en CI. El
tridngulo, simboliza la distribucién tactil; el cuadrado, los receptores térmicos; y la estrella, respuesta
gustativa de la lengua.

La linea intermitente muestra el limite con el surco Rhinal y la linea punteada representa el limite ventral
de la capa granular. B) Esquema de la corteza cerebral, plano lateral. El area sombreada muestra la
regién dis-granular de la Cl (corteza gustativa). Al, corteza insular agranular; Gl, corteza insular
granular; LF, corteza lateral frontal; OLB, bulbo olfatorio; PIR, corteza piriforme; Prh, corteza perirhinal;
SI, corteza soma-tosensorial primaria; Sll, corteza somatosensorial secundaria. Imagen tomada de
Paxinos G. (1995)

Corteza prefrontal

La corteza prefrontal, al igual que la amigdala, juega un papel importante
en los mecanismos de toma de decisiones, anticipacion de una consecuencia

emocional o de motivacion, asi como en procesos mnemonicos {Pickens C. L. et

90



al., 2003}. Lesiones de esta corteza por medio de farmacos, muestran un
detrimento en el aprendizaje de aversion a los sabores. Esta corteza se
encuentra entre la corteza premotora y motora en el 16bulo frontal.

La parte lateral y caudolateral de la corteza orbitofrontal es considerada
como la corteza gustativa secundaria {Rolls E. T. 2000}, {Gallagher M. et al.,
1999}, puesto que la mayoria de las proyecciones de la corteza gustativa son
enviadas a esta estructura cortical. Sin embargo, como en el caso de la CI, el
estimulo gustativo no es el lnico representado en esta zona, converge también
informacion somatosensorial a partir de las areas corticales 1,2 y SII, olfativa
de la corteza olfativa primaria y piriforme, visual proveniente de la corteza
temporal inferior {Pickens C. L. et al., 2003}.

La region mediodorsal paralaminar, proyecta al campo visual frontal en
la region anterior al surco arcuato en primates {Rolls E. T. 2004}.

La region caudal de la corteza orbitofrontal recibe informacion de la
amigdala, asi como del talamo mediodorsal y corteza olfativa; proyecta a la
corteza temporal inferior, corteza entorhinal, cingulada, preoptica, VTA,
hipotalamo lateral y ntcleo caudado {Rolls E. T. 2004}.

Algunos experimentos realizados por Rolls y cols. demuestran que en la
segunda corteza gustativa también hay una representacion especifica de cada
uno de los sabores basicos, una representacion del sabor del agua, proteinas y
estimulos astringentes como el acido taninico {Rolls E. T. 2004}.

Se ha considerado que esta estructura participa de manera importante
en la asignacion del valor hedoénico del sabor, proceso que es modificado por
factores de hambre, sed y saciedad.

A pesar de ser una estructura especial de la percepcion gustativa, no
esta exenta de recibir otro tipo de informacion sensorial, por lo que es
considerada, al igual que la CI, como una estructura multimodal en donde se
procesa las senales sensoriales, se asocian a otros estimulos y participa de
manera importante en la memorizacion de sus caracteristicas aunadas a sus
repercusiones o a estimulos de reforzamiento.

Se sabe que algunas de las células que se activan con la presencia de un

sabor, también se activan con estimulos olfativos y/o con la textura del

91



alimento y por separado se activan poblaciones de células ante caracteristicas
de miscibilidad del alimento. La entrada de un estimulo olfativo es
representado en la parte lateral de la corteza orbitofrontal anterior y cuando es
congruente con el sabor, hay estimulacion de la parte medial de la misma

corteza cerebral. {de Araujo L. E., et al. 2003}.
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Via gustativa
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Figura 2. Grafico que muestra la circuteria de la via gustativa.

Amigdala basolateral (ABL), amigdala basomedial (BM), amigdala central (BCe), estria terminal del talamo
(st), hipotalamo lateral (LH), nucleo accumbens (NAcc), nlcleo basalis Magnocellularis (NBM) cuya funcién
es regar todo el manto cortical con acetilcolina, nucleo del tracto solitario (NTS), globus pallidus (PN),
nucleo parasubtaldmico (PSTh), nicleo talamico ventro posteromedial regién parvicellular (VPMpc),
substancia /nominata (SI)
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Apendice II. Vias del procesamiento de la informacion visceral.

La informacion gastrointestinal viaja a través del nervio vago y en menor
medida por el esplacnico.

El nervio vago inerva entre otras estructuras viscerales, al tracto
gastrointestinal, desde el esfinter del eséfago, hasta el colon {Teff K. L. &
Mattes R. 2000}, {Andrews P. L. & Sanger G. J. 2002}. Llevando la informacion
a dos regiones del tallo cerebral, al nucleo Ambiguus cuya transmision es
predominantemente de mecanorreceptores y al ntucleo motor dorsal del vago
localizado en la parte media del ala gris en el piso del cuarto ventriculo, este
ultimo obtiene informacion tanto de mecanorreceptores como de
quimiorreceptores, que envia a diferentes subnucleos del NTS con
predominancia a la region caudal. {Andrews P. L. & Sanger G. J. 2002}. El
nucleo dorsal del vago también tiene comunicacion con algunas fibras
secundarias del nervio glosofaringeo, centro olfativo y vestibular que llevan,
entre otras cosas, informacion olfativa aunada a la gustativa produciendo
reflejos de salivacion, secrecion de jugos gastricos o vomito. {Frodden E. E.

1985).
Area postrema

El area postrema es considerada el nucleo emético, se localiza en la linea
media del piso del cuarto ventriculo parte caudal. Recibe proyecciones del
nervio vago de forma directa e indirectamente por via hematica, también tiene
aferencias del hipotalamo paraventricular y dorsomedial; releva la informacion
al NTS, NPB, nucleo dorsal motor del vago, nucleo ambiguus, entre otras
estructuras del cerebro medio. Este organo es muy importante en la
percepcion viscero-sensorial puesto que detecta el malestar gastrico por medio
del nervio vago, asi como las sustancias toxicas presentes en la sangre {Bures,

J., Bermudez-Rattoni F. & Yamamoto T., 1998}.

Nucleo del Tracto Solitario.
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Las aferencias gastrointestinales ocupan la parte caudal, intermedial,
central y subnucleos gelatinosos del NTS. La informacion del nervio vago
también pude provenir a través de via hematica arribando al area postrema,
un organo circunventricular sensible a las toxinas presentes en sangre, y de
ahi al NTS, formacion reticular medular y NPB.

El NTS proyecta a la formacion reticular medular (ventrolateral caudal)
incluyendo a la zona parvicellular que integra tanto informacion gustativa
como gastrointestinal. También manda informacion al NPB lateral y en menor
cantidad a la ACe (prioritariamente region lateral y medial), conectandose de
forma ipsilateral {Spray K. J. & Bernstein 1. L., 2004}.

Tiene conexiones bilaterales con el nucleo hipotalamico dorsomedial,
paraventricular y al area hipotalamica lateral importantes para la deteccion de

un sabor aversivo {Helm K. A. et al. 2003}, {Spray K. J. & Bernstein I. L. 2004;}.

NUcleo Parabraquial (NPB).

El NPB lateral recibe informacion visceral del NTS region caudal y de
area postrema y la manda principalmente a la region ventroposterolateral del
nucleo parvicellular del talamo (VPLpc), complejo talamico intralaminar, zona
inserta {Sakai N. & Yamamoto T. 1999}, hipotalamo paraventricular {resumido
por Bermudez-Rattoni F, et al. 2004b}, CI region agranular, ACe region lateral
{McDonald A. J. 1999} e hipotalamo lateral {Reilly S. 1999} {Paxinos G. &
Watson C. 1995}.

Nucleo Talamico.

El nucleo talamico dorsomedial y paraventricular lleva informacion a la
CI region agranular y al nucleo talamico paraventricular. El nucleo
paraventricular recibe aferencias del nucleo preoptico mediano y
periventricular, ventromedial y del nucleo hipotalamico dorsomedial asi como

del area hipotalamica lateral.
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Por otro lado, el talamo ventroposterolateral obtiene informacion
propioceptivas y viscerotopicas por una via alterna al NTS y NPB, esta es por
medio del sistema Lemniscus de la columna dorso medial, localizado en la
lamina III y IV del asta dorsal, cuya funcion primordial es transmitir los
impulsos somatosensoriales y vibratorios de la piel y viscera toraxica y

abdominal {Rong P. J. et al., 2004}.

Zona Inserta.

La zona inserta, recibe proyecciones viscerotopicas del NPB lateral y las
envia al complejo talamico intralaminar y este a su vez a la ABL {Groenewegen,
H.J. & Berendse, HW. 1994}. La zona inserta también tiene comunicacion
con hipotalamo lateral y region predptica, areas involucradas en la regulacion

de la sed y hambre.

NUcleo hipotaldmico dorsomedial.

El nucleo hipotalamico dorsomedial, recibe informacion del NTS y del
NPB. Contribuye al descenso de proyecciones al NPB, complejo vagal y corda
espinal. Por otro lado, el area hipotalamica lateral, tiene proyecciones del NPB,
area infralimbica y de la CI y manda al nucleo accumbens {Mehendale S. et al.

2004).

Amigdala

El complejo amigdalino es componente indispensable para la evaluacion
de la informacion externa e interna del cuerpo; una vez que ha sido
reconocida, la amigdala puede coordinar una respuesta conductual {Wright C.
I. et al. 1996}.

La amigdala manda informacion al area hipotalamica lateral, NPB,
médula ventrolateral y NTS, mayoritariamente a la region parvicellular y en

menor proporcion a la ventrolateral {Spray K. J. & Bernstein I. L., 2004}.
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La ACe tiene conexiones con NTS, NPB, CI region agranular y el
complejo talamico posterior intralaminar (zona inserta).

Las neuronas del nucleo central region lateral responden
mayoritariamente a informacion cardiovascular, barorreceptor y visceral
provenientes de la insula granular, disgranular visceral y agranular posterior y
en menor medida la corteza periamigdalina y el nucleo basal accesorio
{McDonald A. J. 1999}, {Paxinos G. & Watson C. 1995}.

La ABL recibe informacion viscero-sensorial de CI, complejo talamico
posterior intralaminar y del nucleo central de la amigdala.

La ABL tiene algunas pocas proyecciones al nucleo accumbens central
region medial, el cual manda la informacion a la sustancia nigra region
rostral, que la envia al talamo medial y este a la corteza prelimbica, la cual
puede controlar también la activacion de centros auténomos de la médula
oblonga y tallo cerebral. En cambio, la ABL accesoria (porcion caudal), manda
dicha informacion al nucleo accumbens medial, principalmente a la region
laminar o periférica y subsecuentemente este lo envia al VTA lateral. Algunos
otros subnucleos de la ABL como el magnocellular y el parvicellular también
mandan impulsos a nucleo accumbens prioritariamente al subnucleo
periférico y este proyecta a la PAG, al area extrapiramidal del cerebro anterior
(MEA) y al VTA lateral, estructuras muy importantes en la coordinacion del

complejo motor y respuesta autonoma {Wright C. L. et al. 1996}.

Corteza insular.

La corteza insular agranular caudadodorsal, recibe informacion visceral
proveniente del talamo ventroposterolateral, ACe , estria terminal y NPB que
llevan la informacion visceral del NTS. Esta misma zona -cortical esta
relacionada con la respuesta auténoma (respiratoria, cardiovascular y
gastrointestinal), por ende tiene conexiones con PAG, hipotalamo lateral,
corteza orbital ventrolateral y lateral, estriado, nucleo pericoerulear y

subcoeruleus.
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Cabe hacer mencion que las lesiones en CI no producen cambios en la
sensibilidad gustativa ni gastrointestinal, pero si produce déficit en la
adquisicion y retencion de aprendizajes de tareas gustativas, lo que sugiere
que dicha corteza esta mas relacionada con la memoria gustativa y su
repercusion gastrointestinal {Bures, J., Bermudez-Rattoni F. & Yamamoto T.,

1998},
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Figura 3. Grafico que muestra las aferencias de la via visceral.
Amigdala Basolateral (BLA), Amigdala Central (ACe), Area Ventral Tegmental (VTA), Materia Gris
Periacueductal (PAG), Nucleo Accumbens (NAcc), Nicleo del Tracto Solitario (NTS), Nacleo Talamico

Ventro Postero Lateral Paraventricular (PaLP), Substancia Nigra (SN).
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