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 La memoria permite a los organismos interactuar con el ambiente, 

adaptándose a los cambios que se le presenten mediante la eficiente adquisición, 
consolidación y evocación de información. Un modelo ampliamente utilizado para 
estudiar la memoria es el condicionamiento de aversión al sabor (CAS), en el cual 
un animal aprende a asociar el sabor de un alimento con consecuencias gástricas 
adversas.  Esta experiencia dará como resultado una memoria de aversión que 
persiste por largo tiempo con el fin de salvaguardar la integridad del animal. Cada 
día se conoce más acerca de los mecanismos celulares que subyacen la 
adquisición y el establecimiento a largo plazo de esta tarea lo cual ha permitido 
comenzar a comprender los procesos que se llevan a cabo durante la formación de 
la memoria en general. En la presente tesis nos aproximamos al estudio de la 
formación de la memoria mediante el monitoreo de los cambios extracelulares de 
algunos neurotransmisores (glutamato, ácido γ-aminobutírico (GABA), norepinefrina 
(NE) y dopamina (DA)). Mostramos que el estímulo gustativo nuevo se relaciona con 
un incremento en la DA extracelular en la corteza insular (CI), esta señal 
dopaminérgica actúa a través de los receptores D1 como parte del proceso de 
consolidación del CAS;  mientras que la señal glutamatérgica actúa a través de los 
receptores N-metil-D-aspartato (NMDAr), tanto en CI como en la amígdala, para 
señalizar el malestar gástrico inducido por una inyección i.p. de LiCl. En la amígdala 
también participa la NE activando los receptores β-adrenérgicos durante la 
estimulación visceral. Sin embargo también encontramos que existen cambios 
extracelulares en estas estructuras en etapas post-adquisición, las cuales están 
relacionadas con la consolidación de la memoria.  En la CI existe una liberación 
concomitante de DA y glutamato, dependiente de amígdala,  mientras que en esta 
estructura, existe un incremento de NE y glutamato en tiempos muy similares. 
Nuestros datos sugieren que dichas señales de reactivación actúan sinérgicamente 
en ambas estructuras modulando, en parte a través de PKA, la actividad de los  
NMDAr, la cual es necesaria para el proceso de estabilización del trazo tanto en CI 
como en amígdala.  Con esta información, estudiamos el efecto de la activación 
exógena de los receptores NMDA en la CI y en la amígdala, sustituyendo tanto la 
señal glutamatérgica que se presenta con la inducción de malestar gástrico, como 
la señal post-adquisición. Con estas manipulaciones farmacológicas en amígdala, 
logramos inducir un CAS débil en ausencia de malestar gástrico, enfatizando así la 
importancia de la señal glutamatérgica post-adquisición.  Podemos decir que 
nuestros datos apoyan la idea de que varias estructuras deben estar co-activas 
después de la estimulación que genera un trazo de memoria para contribuir, 
mediante la reactivación neuroquímica, a la estabilización progresiva de este trazo. 
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Memory allows the interaction of the organisms with their environment by 
adaptation to several changes through effective acquisition, consolidation and 
retrieval of the information. A widely used model for the study of memory processes 
is conditioned taste aversion (CTA), in CTA learning paradigm animals learn to avoid 
certain taste that was paired with digestive malaise. This experience enables the 
animals to ensure its survival. Each day we know more about the cellular 
mechanisms beneath the acquisition and long term establishment of this task, 
moving toward a better understanding of the general memory process. In this thesis 
we approached to the study of memory formation processes by monitoring 
extracellular changes of some neurotransmitters (glutamate, γ—amminobutyric acid 
(GABA), norepinephrine (NE) and dopamine (DA)). We found that novel taste stimuli  
relates to an increment in extracellular DA in the insular cortex (IC), this 
dopaminergic sign take action through D1 receptors as part of CTA consolidation 
process; whereas the glutamatergic signal acts through N-methyl-D-aspartate 
receptors (NMDAr) in both the IC and the amygdala, to indicate the induction of 
gastric malaise by i.p. injection of LiCl. The gastric malaise is also related to an 
increase in amygdalar NE acting through β-adrenergic receptors.  However, we also 
found extracellular changes in these structures in post-acquisition stages. For 
instance, within the IC a concomitant increment of DA and glutamate takes place in 
conditioned animals and these increments dependent on amygdalar activity. This 
latter structure also shows neurochemical reactivations of glutamate and NE that 
temporally match with those shown in the IC. Our data suggests that such 
reactivation signals act together modulating, in part through PKA, NMDAr activity 
which is necessary for memory trace stabilization in the IC and the amygdala. With 
this information, we studied the effect of exogenous activation of NMDAr in the IC 
and the amygdala, in substitution of the glutamatergic signal related to the malaise 
induction, as well as the post-acquisition glutamatergic signal. These 
pharmacological manipulations in the amygdala allowed us to induce a weak CTA 
memory without any gastric of visceral stimulation, stressing the importance of the 
glutamatergic signals in post-acquisition periods. We can say that our data support 
the idea that several structures co-activate after sensory stimulation that leads to 
trace memory formation to contribute through neurochemical reactivation to 
progressive memory trace stabilization  
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ABL amígdala basolateral   

ABM subdivisión basomedial de la amígdala 

AC adenilato ciclasa   

ACe amígdala central   

ACeM subdivisión centromedial de la amígdala 

AI corteza insular agranular  

AL subdivisión lateral    

AMPA a-amino-3-hidroxi-S-metil-4-isoxazol propionato 

AMPc adenosín monofosfato cíclico  

APV ácido DL-amino-5-fosfovalérico  

AVT área ventral tegmental   

CaMKII cinasa dependiente de Ca2++/calmodulina 

CAS condicionamiento de aversión al sabor 

CBP proteína de unión a CREB  

CeC subdivisión capsular de la ACe  

CeI subdivisón intermedia de la ACe  

CeL subdivisión lateral de la ACe  

CeM subdivisión medial de la ACe  

CI corteza insular   

CPP ácido 3-2-carboxipiperacina-4-il-propil-1-fosfónico 

CRE elemento responsivo a AMPc  

CREB proteínas de unión a CRE  

DA dopamina    

DI corteza insular disgranular  

DV dorsoventral   

EC estímulo condicionado   

EC electroforesis capilar   

EI estímulo incondicionado  

EPSC corrientes excitatorias post-sinápticas 

FQ 3-(2-furoil)quinolina-2-carboxaldehído 

GABA ácido g-aminobutírico   

GI corteza insular granular  

HL hipotálamo lateral   

IEGs genes de expresión inmediata  

L lateral    

LC locus coeruleus   

LCRA líquido cefaloraquídeo artificial  

LiCl cloruro de litio   

mca arteria cerebral media   
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MCP memoria a corto plazo   

MECK cromatografía electrocinética micelar 

mGluRs receptores metabotrópicos activados por glutamato 

MLP memoria a largo plazo   

NE norepinefrina   

NMDA N-metil-D-aspartato   

NPBd núcleo parabraquial dorsolateral  

NPBe núcleo parabraquial externo-lateral  

NTSc núcleo del tracto solitario central  

NTSr núcleo del trcto solitario rostral  

PKA cinasa dependiente de AMPc  

PLP potenciación a largo plazo  

RC respuesta condicionada  

rhv vena rinal    

SDS duodecil sulfato de sodio  

SWS sueño de ondas lentas   

TTX tetrodotoxina   

VPL tálamo ventroposterolateral  

VPM tálamo ventroposteromedial  
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La mayor parte de lo que sabemos es adquirido a través de la experiencia y 

mantenido a través de la memoria, desde nuestro nombre y las caras de nuestros 

familiares, hasta cómo tocar un instrumento.  Como resultado, somos lo que somos 

en gran medida gracias a lo que  aprendemos y recordamos. Sin embargo, la 

memoria no solo simboliza un registro personal de conocimientos, sino que 

también nos permite  progresar, pensar y comportarnos de nuevas formas. 

 

Mientras que la memoria es esencial para muchos de los aspectos positivos 

de la experiencia humana, también es cierto que varios problemas psicológicos y 

emocionales resultan, al menos en parte, de las memorias almacenadas. Estos 

problemas pueden desarrollarse a menudo como respuesta a experiencias 

tempranas durante la vida que influyen en la manera habitual de interactuar con el 

mundo (Kashdan et al. 2010). Así mismo, varios desordenes neurológicos y 

neuropsiquiátricos se relacionan con alteraciones en las habilidades cognitivas 

donde la pérdida de la memoria conlleva a la pérdida de la individualidad, de la 

historia personal y la pérdida de las relaciones interpersonales. El estrés post-

traumático, el desorden de depresión mayor, el síndrome de Cushing (que se 

caracteriza por una sobre secreción de glucocorticoides) (Conrad 2008, Dere et al. 

2010, Kashdan et al. 2010), la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de 

Huntington y la de Alzheimer (Klempir et al. 2009, Leverenz et al. 2009, Nelson et 

al. 2009) son algunos ejemplos.  

 

A medida que las bases celulares y moleculares de la formación de la 

memoria se comprenden mejor, es posible conocer la causa de los déficits 

cognitivos  y así desarrollar tratamientos que algún día no sólo alivien los síntomas, 

sino que prevengan la enfermedad o disminuyan su progresión.  De esta forma, la 

investigación básica ha permitido generar conocimiento útil que ha ayudado a 

formar modelos y teorías que mejor expliquen su funcionamiento, acercándonos 

cada vez más a una descripción detallada de este proceso. 

 

    

    



 2 

APRENDIZAJE Y MEMORIA.APRENDIZAJE Y MEMORIA.APRENDIZAJE Y MEMORIA.APRENDIZAJE Y MEMORIA.    

    

A través del aprendizaje, los organismos pueden hacerle frente a los retos 

creados por cambios en el medio ambiente (Chance 1999). El aprendizaje involucra 

la codificación de los estímulos para la adquisición de información o experiencias. 

La memoria es en gran medida un proceso molecular a través del cual se almacena 

y mantiene la representación de dichas experiencias en un estado que permita la 

evocación de la información y su influencia en el comportamiento (Rudy 2008). 

 

Para su estudio y caracterización, el proceso mnemónico puede dividirse en 

tres etapas:  

 

1) Adquisición: Durante esta etapa, los organismos obtienen información 

acerca de los estímulos  a los cuales están expuestos durante su 

interacción con el medio ambiente; se considera que es la etapa de 

aprendizaje. 

 

2) Consolidación: Se refiere al proceso de estabilización progresiva de la 

memoria  cuyos mecanismos moleculares involucran la síntesis de 

proteínas necesarias para  dicha estabilización (Dudai 2004). 

 

3) Evocación: Recuperación voluntaria o espontánea de la información 

adquirida y almacenada. 

 

Otra caracterización de la memoria se ha hecho de acuerdo a su duración. 

 

MEMORIA DE CORTO Y LARGO PLAZOMEMORIA DE CORTO Y LARGO PLAZOMEMORIA DE CORTO Y LARGO PLAZOMEMORIA DE CORTO Y LARGO PLAZO    

    

A finales del siglo XIX Hermann Ebbinghaus estudió por primera vez 

sistemáticamente el proceso mnemónico proporcionando información experimental 

que permitió clasificar la memoria de acuerdo a su duración. Llevó a cabo varios 

estudios en los cuales midió la retención de sílabas de tres letras sin sentido  

(consonante-vocal-consonante) para prevenir la influencia de significados 



 3 

preexistentes. Ebbinghaus mostró que la información persiste por un tiempo 

limitado (varios minutos) y que con la repetición de la información ésta puede durar 

días. Posteriormente, en 1890 William James propuso que la memoria es una 

secuencia de procesos: una etapa inicial, que llamó “memoria primaria”, vista 

como la representación persistente de la información y  la “memoria secundaria” 

que contiene el registro de experiencias que han permanecido y que pueden ser 

evocadas más tarde (Rudy 2008). De esta forma se generaron las raíces de la 

distinción moderna de estos tipos de memoria, una con una duración de minutos u 

horas “memoria de corto plazo” (MCP) y a aquellas que duran meses o años, la 

“memoria de largo plazo” (MLP). 

 

A finales de los 60’s se formularon varios modelos que describían el flujo de 

información durante la formación de la memoria, el más característico  es el 

llamado modelo modal, propuesto por Atkinson y Shiffrin en 1968. Este modelo 

asume que la información es procesada por un rango de almacenes sensoriales y 

posteriormente pasa a un almacén de corto plazo de capacidad limitada donde es 

retenida a través de la repetición y mientras más tiempo dicha información sea 

retenida, incrementa la probabilidad de que sea transferida al almacén a largo 

plazo cuya capacidad de almacenaje es mucho más amplio (Baddeley 1999).  

 

Así como este modelo supone que el primer almacén es estrictamente 

necesario para que la información pase al segundo, se ha asumido que la MCP y la 

MLP son procesos seriales, sin embargo existe evidencia de que estos procesos 

pueden llevarse a cabo paralela e independientemente. Shallice y  Warrington 

(1970) describieron el caso de un  paciente, K.F., que sufrió una lesión en el 

hemisferio izquierdo del cerebro  en un área cercana a la fisura de Silvio donde 

típicamente se localiza el control del lenguaje. El paciente duda un poco en su 

forma de hablar, sin embargo no presentaba afasia. Tenía gran dificultad en la 

repetición y su memoria inmediata estaba limitada al aprendizaje de dos o tres 

dígitos; además, una prueba de reconocimiento no verbal  también indicó que tenía 

serios problemas con la memoria de trabajo1; sin embargo, reportaron que su 

memoria a largo plazo del mismo material parecía normal (Baddeley 1999).  

                                                 
1
 Retención temporal de información para realizar una acción prospectiva o resolver un problema en el 

corto plazo. Baddeley, A. (1999) Human memory, theory and practice. Psychology Press, East Sussex, 

UK. 
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Adicionalmente, Izquierdo y colaboradores reportaron que la administración de 

bloqueadores o agonistas de varios sistemas de neurotransmisión en la corteza 

entorrinal y el hipocampo dorsal afectan la formación de la MCP sin alterar la MLP 

(Izquierdo et al. 1998a). En conjunto, esta evidencia indica que la MCP no es un 

paso necesario hacia la MLP y que  podrían ser procesos que se llevan a cabo 

separadamente. 

 

A pesar de las diferencias en estos modelos, en ambos se reconoce que la 

MCP decae relativamente rápido y es transitoria, mientras que la MLP decae a una 

velocidad menor y permanece días, meses o incluso toda la vida “estabilizándose” 

a través de la  consolidación. 

  

CONSOLIDACIÓNCONSOLIDACIÓNCONSOLIDACIÓNCONSOLIDACIÓN    

    

Dos investigadores alemanes, George Müller y Alfons Pilzecker reportaron 

que la formación de una memoria estable es interrumpida si se expone a nuevos 

estímulos poco después de la adquisición inicial. Esto llevó a la noción de que las 

memorias son lábiles en su etapa inicial y se estabilizan a través del tiempo, 

proceso llamado consolidación (Lechner et al. 1999).  Estudios extensivos han 

confirmado que las memorias recientemente formadas son susceptibles a una 

variedad de manipulaciones post-adquisición como choques electroconvulsivos 

(McGaugh & Alpern 1966) e inhibidores de síntesis de proteínas (Dudai 2004). Los 

efectos de dichas manipulaciones disminuyen conforme incrementa el intervalo de 

tiempo entre la adquisición y la intervención.   

 

El término “consolidación” se refiere a dos tipos de procesos: uno es 

conocido como consolidación celular, que se lleva a cabo dentro de los primeros  

minutos u horas después de a adquisición y se refiere a los eventos bioquímicos y 

moleculares que se producen en los circuitos neuronales que codifican la 

representación interna de la experiencia (trazo de memoria); incluyendo cambios 

en las vías de señalización y alteración en la síntesis de proteínas que produzcan 

los cambios más duraderos en las sinápsis. El otro tipo de consolidación toma 

semanas, meses o años para completarse y se cree que involucra cambios en las 

interacciones entre los circuitos neuronales o sistemas que codifican la memoria, 
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modificando la fuerza del trazo. A este tipo de proceso se le llama consolidación de 

sistemas (Dudai 2004). 

 

Para comprender los mecanismos de la formación de la memoria a corto y 

largo plazo es necesario describir en términos celulares y moleculares los 

mecanismos empleados en la adquisición de la información y los pasos que 

permiten la retención y persistencia de la memoria. 

 

El modelo estándar de la consolidación celular propone que el 

mantenimiento de la memoria de corto plazo involucra el tráfico de nuevos 

receptores  y posiblemente otras proteínas  en la membrana sináptica  y cambios 

en la asociación  de los receptores con el citoesqueleto para potenciar ciertas 

cascadas de señalización celular, así como modificaciones post-traduccionales de 

las proteínas sinápticas; mientras que la formación de la memoria a largo plazo 

requiere de la activación de factores de transcripción, modulación de la expresión 

de genes  en las sinapsis y el cuerpo celular, reorganización de proteínas 

sinápticas, incluyendo receptores membranales  y elementos del citoesqueleto, que 

en  conjunto participan en la remodelación sináptica que se asume “estabiliza” el 

trazo de memoria. De acuerdo con esto la construcción de una memoria a largo 

plazo requiere de componentes moleculares diferentes o adicionales a los que 

requiere la memoria corto plazo donde los procesos de trascripción y traducción 

juegan un papel crítico.  Particularmente la modulación de la expresión génica por 

el elemento responsivo a adenosín monofosfato cíclico (AMPc) (CRE, por sus siglas 

en inglés) parece jugar un papel importante en la consolidación de la memoria. 

Esto ha sido descrito en modelos neuronales de plasticidad  así como en 

experimentos conductuales (Benito & Barco 2010). Un ejemplo prominente es la 

cascada de AMPc  que involucra la activación de la cinasa dependiente de AMPc 

(PKA, por sus siglas en inglés), la cual fosforila  y activa isoformas de proteínas de 

unión a CRE (CREBs). CREB modula la expresión de genes regulados por CRE, 

incluyendo genes de expresión inmediata (IEGs) como factores de transcripción 

que, a su vez, regula  la expresión de otros genes.  Otros IEGs incluyen moléculas 

de adhesión celular  y enzimas que controlan la degradación de proteínas 

intracelulares y extracelulares; otros factores de la familia CREB son críticos para 

varias funciones importantes del sistema nervioso central, como neurogénesis, 
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supervivencia neuronal y neuroprotección (Benito & Barco 2010, Carlezon et al. 

2005, Persengiev & Green 2003, Silva et al. 1998). 

 

Los procesos de síntesis neuronal que correlacionan con la consolidación y 

se requieren para la misma son multifásicos e involucran el reclutamiento 

concertado de mecanismos celulares y sinápticos. Se ha propuesto que las sinapsis 

activadas durante el aprendizaje son de alguna forma marcadas posiblemente por 

modificaciones post-traduccionales de las proteínas sinápticas  o la reorganización 

de dichas proteínas (Frey & Morris 1997). Esto resulta en una nueva configuración 

sináptica, la cual por si misma podría atraer otras proteínas de la célula. 

Adicionalmente las proteínas sintetizadas en la sinapsis podrían fortalecer el 

marcaje  de la misma y enviar un mensaje retrógrado  para informar al núcleo 

acerca del cambio  (Casadio et al. 1999).  

   

REACTIVACIÓN Y CONSOLIDACIÓN REACTIVACIÓN Y CONSOLIDACIÓN REACTIVACIÓN Y CONSOLIDACIÓN REACTIVACIÓN Y CONSOLIDACIÓN     

    

Como parte del proceso de consolidación y para que los cambios sinápticos 

perduren, se ha propuesto que  el trazo de memoria debe reactivarse. La teoría de 

la reactivación del trazo establece que existen patrones de actividad en los 

ensambles neuronales expresados durante una experiencia que deben ser 

reactivados espontáneamente durante subsecuentes periodos de inactividad 

conductual y los componentes del trazo de memoria que se encuentran distribuidos 

deben reactivarse concurrentemente en sitios corticales relevantes (Hoffman & 

McNaughton 2002). De acuerdo a ésto, la consolidación de la memoria depende de 

la reactivación y reorganización de la información recientemente adquirida. Tras la 

codificación inicial de una experiencia sensorial, una serie de alteraciones 

moleculares, celulares y a nivel de sistemas se llevan a cabo de manera automática 

y fuera de la conciencia; dichos eventos estabilizan la representación inicial de la 

memoria, convirtiéndolo en un trazo de memoria de larga duración (Stickgold 

2005). 

  

Algunas teorías de la consolidación proponen que durante el sueño se 

orquestan patrones de reactivación en las estructuras neocorticales y otras 

estructuras del lóbulo temporal medial, como el hipocampo principalmente durante 
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el sueño de ondas lentas (SWS) (Sutherland & McNaughton 2000, Qin et al. 1997). 

Se ha observado que la tasa de disparo de aquellas células hipocampales que 

estuvieron activas durante la exploración de un ambiente, incrementa durante la 

subsecuente etapa de sueño, particularmente durante el SWS (Pavlides & Winson 

1989, Wilson & McNaughton 1994). Sin embargo, existe también evidencia de que 

la información es mantenida y procesada durante periodos de vigilia subsecuentes 

al entrenamiento. Registros neuronales simultáneos en la corteza de macacos, i.e. 

corteza parietal posterior, corteza motora y cortezas somatosensorial y dorsal 

prefrontal revelaron que las células en estas cuatro áreas  presentan incremento 

en los disparos neuronales después de la adquisición de una tarea y esas neuronas 

tenían la tendencia a co-activarse  en paralelo (Deyama et al. 2008). Aunque no se 

ha distinguido una diferencia funcional entre las reactivaciones de los trazos de 

memoria en las etapas de vigilia y sueño, se piensa que estos procesos post-

adquisición tienen como objetivo mantener, fortalecer y consolidar la información 

(Peigneux et al. 2006). 
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IIIIIIII IIIIIIII ........         CCCCCCCC OOOOOOOO NNNNNNNN DDDDDDDD IIIIIIII CCCCCCCC IIIIIIII OOOOOOOO NNNNNNNN AAAAAAAA MMMMMMMM IIIIIIII EEEEEEEE NNNNNNNN TTTTTTTT OOOOOOOO         DDDDDDDD EEEEEEEE         AAAAAAAA VVVVVVVV EEEEEEEE RRRRRRRR SSSSSSSS IIIIIIII ÓÓÓÓÓÓÓÓ NNNNNNNN         AAAAAAAA LLLLLLLL         SSSSSSSS AAAAAAAA BBBBBBBB OOOOOOOO RRRRRRRR                 

CCCCCCCC OOOOOOOO MMMMMMMM OOOOOOOO         MMMMMMMM OOOOOOOO DDDDDDDD EEEEEEEE LLLLLLLL OOOOOOOO         DDDDDDDDEEEEEEEE         EEEEEEEE SSSSSSSS TTTTTTTT UUUUUUUU DDDDDDDD IIIIIIII OOOOOOOO         

 

La existencia de un organismo depende de su habilidad para mantener la 

homeostasis intrínseca en un mundo cambiante. La puerta para la introducción de 

energía y otros metabolitos necesarios para la supervivencia del organismo y para 

la evitación de sustratos venenosos, es el sentido del gusto. 

 

 Para consumir las sustancias necesarias y benéficas y evitar aquellas que 

resultan dañinas y puedan causar malestar, el organismo utiliza en gran medida el 

sentido del gusto y etiqueta a las sustancias como apetecibles o repulsivas. Sin 

embargo, la reacción del organismo a una sustancia específica está determinada 

por la combinación de respuestas automáticas desarrolladas durante la evolución y 

mecanismos de aprendizaje que son plásticos y pueden modificar el valor  

percibido de la comida o el alimento de acuerdo a la experiencia del individuo  

 

 Los animales, incluyendo los humanos, pueden reaccionar a varios sabores 

empleando dos estrategias: programación genética (preferencia por los sabores 

dulces, repulsión por los sabores amargos), y complejos mecanismos de 

aprendizaje que involucran la participación de varias estructuras del cerebro 

anterior (Rosenblum 2008). 

 

El paradigma de aprendizaje gustativo más estudiado es el 

condicionamiento de aversión al sabor  (CAS), en el cual el animal aprende a evitar 

un sabor previamente asociado con malestar gástrico (García 1955). En este 

aprendizaje asociativo el sabor nuevo es el estímulo condicionado (EC); la inducción 

de malestar gástrico es el estímulo incondicionado (EI) y la acción de eludir el sabor 

es la respuesta condicionada (RC).  

 

El CAS presenta varias características como modelo experimental que 

facilitan el estudio de los procesos asociativos: Puede establecerse un CAS fuerte al 

parear una sola vez el sabor con el malestar, lo que facilita la correlación entre los 

eventos moleculares y la memoria. También es posible formar el CAS aún cuando 

hayan pasado varias horas entre la exposición al sabor  y la llegada del malestar, lo 
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que permite la separación temporal de los mecanismos de adquisición de la 

información acerca del sabor y los mecanismos de asociación de esa información 

con la información visceral (Yamamoto et al. 1998, Welzl et al. 2001, Naor & Dudai 

1996). Otra ventaja es que se conocen las vías neurales que intervienen en el 

procesamiento de los estímulos gustativo y visceral. 

 

    

NEUROANATONEUROANATONEUROANATONEUROANATOMÍA DEL APRENDIZAJE DEL CONDICIONAMIENTO DE MÍA DEL APRENDIZAJE DEL CONDICIONAMIENTO DE MÍA DEL APRENDIZAJE DEL CONDICIONAMIENTO DE MÍA DEL APRENDIZAJE DEL CONDICIONAMIENTO DE 

AVERSIÓN AL SABOR.AVERSIÓN AL SABOR.AVERSIÓN AL SABOR.AVERSIÓN AL SABOR.    

    

Procesamiento del estímulo gustativo. 

 

Como se puede observar en la figura 1, en la codificación del estímulo 

gustativo el núcleo del tracto solitario rostral recibe aferencias gustativas primarias 

de la lengua vía dos nervios craneales, el facial (VII) y el glosofaríngeo (IX) con 

contribución del nervio vago (X) que inervan la lengua y la cara. Posteriormente la 

información gustativa llega al núcleo parabraquial dorsolateral en el cerebro medio, 

esta estructura tiene proyecciones hacia el hipotálamo lateral, stria terminalis y 

amígdala central y basolateral y hacia la parte parvocelular del núcleo talámico 

ventral posteromedial (VPMpc), éste proyecta hacia la corteza insular anterior (CI) 

donde se encuentra la corteza gustativa  (corteza insular agranular) (Bermudez-

Rattoni 2004). 

 

 Procesamiento del estímulo visceral (malestar gástrico). 

 

Respecto al estímulo visceral, el núcleo del tracto solitario caudal recibe 

proyecciones de las ramas hepáticas del nervio vago, que son sensibles a irritación 

gástrica, y del área postrema, que es sensible a toxinas presentes en la sangre; las 

proyecciones del núcleo del tracto solitario llegan al núcleo parabraquial externo 

lateral,  la amígdala central y el núcleo hipotalámico paraventicular. De la porción 

lateral del núcleo parabraquial existen proyecciones a la parte  ventral 

posterolateral del tálamo, que junto con la amígala central presenta eferencias 

hacia la CI en su porción caudodorsal, (Fig. 1) (Bermudez-Rattoni 2004).  
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Fig. 1. Resumen de las vías de procesamiento del estímulo gustativo (flechas continuas) y 
del estímulo visceral (flechas discontinuas). Ver texto, NTSr = núcleo del tracto solitario 
rostral, NTSc = núcleo del tracto solitario central, NPBd = núcleo parabraquial dorsolateral, 
NPBe = núcleo parabraquial externo lateral,       VPM = tálamo ventral posteromedial, VPL = 
tálamo ventral posterolateral, HL = hipotálamo lateral, ABL = amígdala basolateral, ACE = 
amígdala central, CI = corteza insular. Modificado de Bermúdez-Rattoni, 2004. 
 

    

CORTEZA INSULARCORTEZA INSULARCORTEZA INSULARCORTEZA INSULAR    

    

La CI de la rata se encuentra situada en la intersección de la arteria cerebral 

media  y el surco rinal. Dorsalmente está limitada por corteza somatosensorial y 

ventralmente por el mismo surco rinal. Citoarquitectónicamente pueden 

distinguirse de manera dorsoventral tres regiones, corteza granular, disgarnular y  

agranular. La corteza granular está caracterizada por poseer una capa de células 

granulares (capa IV) bien desarrollada y la densidad de esta capa es resaltada por 

la relativamente escasa capa V directamente sobre ella. La capa III contiene células 

piramidales y es casi del doble de la lamina IV. La corteza disgranular se distingue 

por la desaparición de la lámina IV; las capas II y III son fácilmente discernibles 

como entidades separadas y la corteza agranular se sitúa en el labio dorsal del 

surco rinal, extendiéndose en sus profundidades. Es más delgada que la región 

disgranular y posee una banda intermedia más delgada que contiene pequeñas 

células piramidales (Braun et al. 1972, Kosar et al. 1986). Estudios anatómicos y 

electrofisiológicos indican que la región disgranular anterior de la CI está 
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relacionada con la modalidad gustativa, mientras que la zona granular es un área 

cortical viscero-sensorial (Kosar et al. 1986) (ver fig. 2) 

 

La CI está involucrada en reacciones viscerales, regulación cardiovascular y 

estrés (Alves et al. 2010, Yasui et al. 1991); también está involucrada en 

nocicepción (Hanamori et al. 1998, Ohara et al. 2003) y procesos de aprendizaje y 

memoria bajo diferentes modelos de estudio, como son prevención pasiva 

(Bermudez-Rattoni & McGaugh 1991), laberinto acuático de Morris (Gutierrez et al. 

1999), reconocimiento de objetos (Bermudez-Rattoni et al. 2005) y CAS  

(Bermudez-Rattoni 2004, Bures J 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Fig. 2. (A) Localización de la corteza gustativa (GC) dentro de la corteza insular de la rata en 
la confluencia de la vena rinal (rhv)  y la artertia cerebral media (mca) (Modificado de Acolla 
et al.2007). (B) Corte coronal señalando la región granular (GI), disgranular (DI) y agranular 
(AI) de la corteza insular (Modificado de (Ogawa et al. 2000) 
 

    

CONEXIONES AFERENTES Y EFERENTESCONEXIONES AFERENTES Y EFERENTESCONEXIONES AFERENTES Y EFERENTESCONEXIONES AFERENTES Y EFERENTES    

 

La CI recibe proyecciones de acetilcolina y GABA (ácido γ-amino-butírico) del 

núcleo basalis magnocelularis; recibe proyecciones glutamatérgicas del sistema 

límbico incluyendo la amígdala y el núcleo mediodorsal del tálamo y de la corteza 

prefrontal (Bermudez-Rattoni et al. 1991), así como proyecciones noradrenérgicas 

de un núcleo del área dorsorostral del puente, el locus coeruleus (LC), que es la 

principal fuente de norepinefrina del sistema nervioso central (Saper 1982). 

También recibe aferencias dopaminérgicas del área ventral tegmental (AVT) (Jasmin 

et al. 2004, Ohara et al. 2003). Específicamente, la región agranular recibe 

2 mm 

A B 
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proyecciones talámicas del núcleo medial mediodorsal (Ray & Price 1992) mientras 

que las zonas disgranular y granular reciben proyecciónes del núcleo 

paraventricular (Moga et al. 1995). 

 

Por otra parte, algunas de estas conexiones parecen ser recíprocas dado 

que se han reportado eferencias de la CI hacia el núcleo del tracto solitario, núcleo 

parabraquial, así como al núcleo gustativo-visceral (medial ventrobasal) y al núcleo 

mediodorsal del mismo; así como proyecciones hacia la corteza prefrontal (Krushel 

& van der Kooy 1988, Saper 1982).  

 

 

AMÍGDALAAMÍGDALAAMÍGDALAAMÍGDALA    

La amígdala se localiza en la porción medial del lóbulo temporal, y está 

comprendida por alrededor de 13 núcleos y estructuras tipo corteza. Varias de 

estas estructuras se han agrupado en subnúcleos de acuerdo a sus diferencias 

citoarquitectónicas, histoquímicas y de conectividad (Pape & Pare 2010, Sah et al. 

2003). Se pueden distinguir tres grupos de núcleos, 1) basolateral, 2) 

centromedial, y 3) el grupo superficial o tipo corteza, que incluye el núcleo cortical y 

núcleos del tracto olfatorio lateral (figura 3). En este trabajo nos enfocaremos a los 

dos primeros grupos. 

 

GRUPO BASOLATERAL (ABL)GRUPO BASOLATERAL (ABL)GRUPO BASOLATERAL (ABL)GRUPO BASOLATERAL (ABL)    

 

Comprende el núcleo lateral (AL), núcleo basolateral (ABL) y el núcleo 

basomedial, también llamado núcleo accesorio (ABM). El AL se encuentra 

localizado dorsalmente en la amígdala donde colinda con el núcleo basal 

centralmente. Se encuentra rodeado lateralmente por la cápsula interna y 

medialmente por el núcleo central (Sah et al. 2003). Morfológicamente la 

composición neuronal de la ABL es similar a la de la corteza cerebral, excepto por el 

hecho de que las neuronas se encuentran azarosamente orientadas. Así como en la 

corteza, la ABL contiene dos clases de neuronas; el grupo dominante  (~80%) 

consiste en células glutamatérgicas con árboles dendríticos multipolares y axones 

proyectando hacia otros núcleos amigdalinos y otras estructuras del cerebro. La 
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segunda clase de neuronas consiste en células GABAérgicas locales con axones 

cortos y dendritas espinosas (Pape & Pare 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Secciones coronales donde se muestran los núcleos del complejo amigdalino de la 
rata rostrocaudalmente de A a D. Las áreas en azul pertenecen al grupo basolateral, en 
verde está el grupo centromedial y en amarillo el grupo cortical. De acuerdo a la 
nomenclatura usada por Sah y colaboradores (2003) ABmc, subdivisión accesoria basal 
magnocelular; ABpc, subdivisión accesoria basal parvicelular; Bpc, subdivisión basal; e.c., 
cápsula externa; Ladl, amígdala dorsolateral; Lam, lateral amígdala medial; Lavl, amígdala 
ventrolateral; Mcd, amígdala medial dorsal; Mcv, amígdala medial ventral; Mr, amígdala 
medial rostral; Pir, corteza piriforme; s.t., stria terminalis; AHA, área amígdala-hipocampal; 
PAC, corteza periamigdaloide; CoA, CoP, núcleos corticales anterior y posterior; BAOT, tracto 
olfatorio accesorio. 
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GRUPO CENTROGRUPO CENTROGRUPO CENTROGRUPO CENTRO----MEDIAL (ACe)MEDIAL (ACe)MEDIAL (ACe)MEDIAL (ACe)    

 

Consiste en dos núcleos: el núcleo medial (ACeM), que  se encuentra cerca 

de la superficie colindando con el tracto óptico  y comienza al nivel del núcleo del 

tracto olfatorio lateral extendiéndose caudalmente; y el núcleo central   (ACe) que 

tiene cuatro subdivisiones, la subdivisión capsular (CeC), la lateral (CeL), la 

intermedia (CeI) y la medial  (CeM). El núcleo central se localiza dorsomedialmente 

en la parte rostral de la amígdala, bordeado lateralmente por el complejo 

basolateral, dorsalmente por el globus pallidus y medialmente por la stria 

terminalis. 

 

 En este núcleo de la amígdala se encuentran células morfológicamente 

similares a aquellas halladas en el estriado, siendo principalmente GABAérgicas e 

indistinguibles de las neuronas medianas espinosas, de hecho la ACe contiene 

pocas interneuronas GABAérgicas, siendo la mayoría neuronas eferentes. (Pape & 

Pare 2010, Sah et al. 2003). 

 

CONEXIONES INTRACONEXIONES INTRACONEXIONES INTRACONEXIONES INTRA----AMIGDALARESAMIGDALARESAMIGDALARESAMIGDALARES    

 

Varios estudios de marcaje retrógrado han revelado que los núcleos de la 

amígdala poseen una  extensa conectividad intra e internuclear; indicando que hay 

un amplio procesamiento local de la información que entra a la amígdala antes de 

que genere una respuesta apropiada. Dentro de la ABL existen importantes 

proyecciones glutamatérgicas, particularmente del núcleo AL hacia el núcleo ABM 

(Jolkkonen & Pitkanen 1998, Pitkanen et al. 1995). Dentro de este núcleo la 

proyección más grande se dirige hacia la parte medial del ACe (Sah et al. 2003). 

 

El núcleo ACe, cuyas proyecciones constituyen una importante eferencia de 

la amígdala, recibe proyecciones de la AL en las subdivisiones medial y capsular. 

Sin embargo, no se han reportado proyecciones recíprocas del ACe hacia ABL (Pape 

& Pare 2010). 
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AFERENCIAS Y EFERENCIASAFERENCIAS Y EFERENCIASAFERENCIAS Y EFERENCIASAFERENCIAS Y EFERENCIAS    

    

La amígdala forma conexiones con una gran diversidad de estructuras 

incluyendo la corteza, el estriado, algunos núcleos talámicos e hipotalámicos, así 

como núcleos del tallo cerebral (Amaral DG 1992). Como resultado, la amígdala 

puede influir en una amplia variedad de procesos desde control autónomo, dolor, 

estrés, ansiedad, miedo y  deseo o preferencia;  hasta la neuromodulación de la 

formación de la memoria (de la Mora et al. 2010, McGaugh 2004, McGaugh et al. 

2002, Shin & Liberzon 2010). 

 

EFERENCIAS 

Diferentes núcleos de la amígdala proyectan hacia diferentes clases de 

estructuras en el sistema nervioso central. El complejo ABL tiene una proyección 

sustancial al sistema de memoria del lóbulo temporomedial con aferencias al 

hipocampo y corteza peririnal (Pitkanen 2000). Existe una importante proyección 

glutamatérgica de LA al núcleo accumbens, la corteza prefrontal, tálamo e 

hipotálamo lateral. 

 

Las proyecciones hacia la corteza prefrontal, la corteza insular y rinal2 y el 

estriado provienen de la ABL y no de la ACe; por el contrario, ABL prácticamente no 

tiene proyecciones hacia el tallo cerebral, mientras que la ACe envía importantes 

proyecciones hacia esta región del cerebro, las cuales están involucradas en 

generar la respuesta conductual y autónoma del miedo caracterizadas por el 

congelamiento, sobresalto, liberación de hormonas del estrés y cambios en la 

presión sanguínea y ritmo cardiaco (Pitkanen 2000, Sah et al. 2003). Dichas 

proyecciones se dirigen a grupos celulares colinérgicos y noradrenérgicos situados 

en la confluencia del puente y el mesencéfalo, así como hacia células 

dopaminérgicas en el área ventral tegmental y substantia nigra pars compacta 

(Kaufling et al. 2009, Pape & Pare 2010); al núcleo parabraquial, que está 

involucrado en vías nociceptivas; y hacia el núcleo del tracto solitario, que se 

conecta con el  sistema vagal.   

                                                 
2
 Esto es cierto para especies como gato, rata, ratón y conejo. En primates, existe una gran expansión de 

proyecciones corticales de áreas sensoriales y motoras, así como cortezas asociativas Amaral DG, P. J., 

Pitkanen A, Carmichael ST (1992) Anatomical organization of the primate amygdaloid complex. In: The 

amygdala: neurobiological aspects of emotion, memory and mental disfunction, (J. Aggleton ed.), pp. 1-

66. Wiley-Liss, Inc., New York, EUA. 
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AFERENCIAS 

La amígdala recibe información de todas las modalidades sensoriales,  

dependiendo de la modalidad, la información puede provenir del tálamo, la corteza 

o rutas subcorticales más directas, La mayor parte de  las proyecciones corticales 

se originan en áreas de asociación y polimodales; paralelamente  a la naturaleza 

tipo corteza de la ABL y a las propiedades tipo estriado de la ACe, las aferencias 

corticales hacia la ABL  y ACe se originan de las capas III y V, respectivamente 

(Pape & Pare 2010). Particularmente áreas corticales gustativas y viscerales en la 

corteza insular anterior y posterior proveen de importantes proyecciones a la LA, al 

núcleo ABM y al ACe (Sah et al. 2003). 

 

De igual forma existen varias fuentes de información polimodal sensorial a 

la amígdala, estas incluyen corteza prefrontal, cuya proyección llega principalmente 

al núcleo ABM; así como cortezas peririnal y entorinal e hipocampo, estructuras con 

las cuales tiene proyecciones recíprocas. El núcleo central es el objetivo principal 

de las proyecciones provenientes del cerebro medio y el puente (Pitkanen 2000). 

 

La amígdala recibe innervación dopaminérgica de la substantia nigra pars 

compacta, del área ventral tegmental y la extensión caudal de la substancia nigra. 

Por otra parte, la innervación noradrenérgica proviene en su mayoría del locus 

coeruleus (LC) y alrededor del 15% proviene de grupos celulares caudales al LC 

(Fallon 1992). 
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IIIIIIII IIIIIIII IIIIIIII ........         AAAAAAAA NNNNNNNN TTTTTTTTEEEEEEEE CCCCCCCCEEEEEEEE DDDDDDDD EEEEEEEE NNNNNNNNTTTTTTTTEEEEEEEE SSSSSSSS         

        

Se sabe  que la integridad funcional de la CI es importante para la 

adquisición, consolidación y evocación de la memoria gustativa de aversión 

(Bermudez-Rattoni et al. 1991, Escobar & Bermudez-Rattoni 2000), como lo 

demuestran trabajos donde se causan lesiones electrolíticas o excitotóxicas de esta 

estructura afectando estas etapas de la memoria (Cubero et al. 1999, Nerad et al. 

1996). De igual manera, la formación del CAS se ve afectada si se inactiva 

temporalmente la función de la CI por medio de un bloqueador de los canales de 

sodio sensibles a voltaje, la tetrodotoxina (TTX) antes de la adquisición de la tarea, 

(Gallo et al. 1992). 

  

En el caso de la amígdala, la forma irregular de los núcleos que la componen 

ha dificultado realizar lesiones circunscritas, de manera que los resultados 

conductuales varían de acuerdo a los protocolos empleados (Reilly & Bornovalova 

2005). Sin embargo se ha descrito que  lesiones excitotóxicas de la ABL, pero no de 

ACe atenúan la formación del CAS (Morris et al. 1999, St Andre & Reilly 2007, 

Yamamoto & Fujimoto 1991). También se ha reportado que las lesiones 

electrolíticas de ABL, pero no de la ACe y/o de la AM, afectan la adquisición del CAS 

(Aggleton et al. 1981, Rollins et al. 2001). Además, la inactivación temporal, 

mediante la administración de TTX antes de la inducción del malestar gástrico 

afecta la formación del CAS (Gallo et al. 1992, Roldan & Bures 1994).  

 

Lo anterior indica que la actividad de estas estructuras es necesaria para el 

procesamiento de la información que integrará el trazo de memoria, sin embargo es 

necesario conocer también algunos estudios que han evaluado los sistemas de 

neurotransmisión que están participando. 
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SISTEMAS DE NEUROTRANSMISIÓN INVOLUCRADOSSISTEMAS DE NEUROTRANSMISIÓN INVOLUCRADOSSISTEMAS DE NEUROTRANSMISIÓN INVOLUCRADOSSISTEMAS DE NEUROTRANSMISIÓN INVOLUCRADOS    

EN EL APRENDIZAJE GUSTATIVOEN EL APRENDIZAJE GUSTATIVOEN EL APRENDIZAJE GUSTATIVOEN EL APRENDIZAJE GUSTATIVO    

    

La información de las propiedades químicas y físicas de los sabores llega a 

la CI y a la amígdala a través de diferentes neurotransmisores. Como vimos antes, 

ambas estructuras reciben aferencias dopaminérgicas, noradrenérgicas, 

glutamatérgicas y gabaérgicas; así que revisaremos en esta sección algunos 

estudios acercad e la participación de estos sistemas de neurotransmisión en la 

formación de a memoria gustativa de aversión. 

 

CORTEZA INSULARCORTEZA INSULARCORTEZA INSULARCORTEZA INSULAR    

 

Sistema glutamatérgico. El glutamato es el principal neurotransmisor 

excitador del sistema nervioso central de los mamíferos y actúa través de dos tipos 

de receptores. Los receptores ionotrópicos, que son permeables a cationes y 

producen cambios celulares rápidamente, comprenden a los AMPA (ácido α-amino-

3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiónico), los NMDA (N-metil-D-aspartato) y los 

kainato.  Los receptores metabotrópicos activados por glutamato (mGluRs) están 

acoplados a proteínas G y tienen un efecto más lento en las neuronas. 

 

La administración de un antagonista competitivo de los receptores tipo 

NMDA (NMDAr), el ácido DL-2-amino-5-fosfovalérico (APV) antes de la inducción del 

malestar gástrico, evita la formación del CAS (Rosenblum et al. 1997). Además, 

estudios de liberación de glutamato en la CI indican que un estímulo gustativo 

nuevo no produce cambios significativos en la concentración extracelular de 

glutamato, sin embargo, tras la inducción del malestar gástrico por medio de la 

administración de cloruro de litio (LiCl) vía intraperitoneal se observa un incremento 

significativo de glutamato extracelular en esta estructura (Miranda et al. 2002). 

Ésto nos habla del papel del glutamato como parte de la señalización del malestar 

gástrico, que es uno de los estímulos necesarios para la formación de la memoria 

gustativa de aversión. Interesantemente, la administración de APV antes del 

condicionamiento afecta la memoria a largo plazo, pero no la de corto plazo, 

indicando que la actividad de NMDA en la CI es crucial para la consolidación de 

esta tarea (Ferreira et al. 2002).   
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Sistema gabaérgico. GABA es el principal neurotransmisor inhibidor en el sistema 

nervioso central de los mamíferos. Los receptores GABAA son canales de cloro que 

pueden bloquearse selectivamente con bicuculina y son modulados por esteroides, 

barbituratos y benzodiacepinas. Los receptores GABAC también son canales de 

cloro, pero su agonista natural es un orden de magnitud más potente que en los 

GABAA y no son bloqueados por bicuculina. GABA también activa receptores 

metabotrópicos acoplados a proteínas Gi, o que causa la inhibición de la adenilato 

ciclasa, así como el decremento en la conductancia de Ca2+ y un incremento en la 

conductancia de K+ (Chebib & Johnston 1999). 

 

Algunos estudios indican que los fármacos que modulan los receptores 

GABA A, como las benzodiacepinas que facilitan la apertura de los canales de cloro 

en respuesta a la activación de estos receptores tienen efectos negativos sobre la 

memoria en varios tipos de aprendizajes aversivos (Renault 1986, Cole, 1995). 

Particularmente se ha reportado que alteran la evocación (Roache & Zabik 1986, 

Yasoshima & Yamamoto 2005), y algunos aspectos de la extinción del CAS  

(Delamater & Treit 1988). Dado que la administración de los fármacos fue hecha 

antes de la prueba de aversión, no se sabe si el sistema GABAérgico está 

involucrado en los mecanismos de formación de la memoria y no sólo de su 

expresión.  

 

Respecto a los receptores GABA B, un modelo de mutación puntual en la 

isoforma GABA B1, mostró que estos receptores también están involucrados tanto 

en la adquisición como en la extinción del CAS (Jacobson et al. 2006); sin embargo 

esta mutación no fue delimitada a alguna región, así que no se conoce su 

contribución específica en la CI.  

 

Sistema noradrenérgico. La norepinefrina (NE) actúa  a través de receptores 

metabotrópicos acoplados a proteínas Gs (β-adrenérgicos), Gq (α-adrenérgicos 1) y 

Gi (α-adrenérgicos 2); a través de los cuales ejerce sus efectos modulatorios. En el 

sistema nervioso central, la NE está involucrada en varios procesos fisiológicos 

como regulación de los ciclos de sueño-vigilia, atención, ansiedad y aprendizaje y 

memoria (Robbins 1995). Respecto a este último se piensa que el sistema 



 20 

noradrenérgico participa en la adquisición y consolidación de la memoria de 

eventos emocionales o aversivos (Murchison et al. 2004) por lo que puede estar 

implicada en cambios plásticos en la función sináptica a largo plazo (Robbins 

1995). 

Los estudios realizados hasta el momento para determinar el papel del 

sistema noradrenérgico cortical en la formación de la memoria gustativa son 

escasos, se ha descrito que este sistema de neurotransmisión responde a la 

presentación de un estímulo gustativo nuevo ya que las neuronas del LC se activan  

con la exposición a estímulos desconocidos (Robbins 1995). Particularmente en el 

aprendizaje gustativo de aversión, se ha visto que al lesionar la CI antes de la 

adquisición del CAS con la neurotoxina catecolaminérgica 6-hidroxidopamina (6-

OHDA), la formación del CAS se ve afectada (Fernandez-Ruiz et al. 1993). Dado que 

estas manipulaciones farmacológicas se han hecho previas a la adquisición, no 

permiten discernir sobre qué etapa de la formación de la memoria está 

participando la señal noradrenérgica en la CI ni si interviene en el procesamiento 

de la información gustativa o visceral. 

 

Sistema dopaminérgico. Se han caracterizado cinco subtipos de receptores, 

del D1 al D5, los cuales se clasifican en dos familias. Los tipo D1 están acoplados a 

proteínas Gs e incluye a los receptores D1 y D5; y los D2, acoplados a proteínas Gi, 

donde se incluyen los receptores D2, D3 y D4. El estudio del papel de la dopamina 

en el aprendizaje y la memoria ha proporcionado múltiples evidencias con respecto 

a la adquisición de tareas asociativas;  las neuronas dopaminérgicas del VTA se 

activan mientras se aprenden estas tareas (Schultz 2000, Waelti et al. 2001, 

Young et al. 2005) y hay un incremento en la liberación de dopamina en la corteza 

prefrontal y estriado (Feenstra et al. 1999, Wilkinson et al. 1998). Como se 

comentó antes, la lesión con 6-OHDA en CI afecta la adquisición del CAS, lo que 

incluye también efectos sobre la transmisión dopaminérgica, no sólo 

noradrenérgica, mostrando así indicios de la posible intervención de dopamina en 

este aprendizaje asociativo.  
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AMÍGDALAAMÍGDALAAMÍGDALAAMÍGDALA    

 

Sistema glutamatérgico. Se ha demostrado que la amígdala participa en la 

señalización del malestar gástrico a través del glutamato, ya que la administración 

de LiCl i.p. produce un incremento de ese neurotransmisor en la ABL (Miranda et al. 

2002) y la inyección intra-amigdalar de glutamato, solo o con una dosis baja de 

LiCl, después de la exposición a un sabor nuevo, produce CAS (Miranda et al. 2002, 

Tucci et al. 1998). Además, la inyección de antagonistas de los NMDAr antes de la 

inducción del malestar gástrico, atenúa la formación del CAS (Tucci et al. 1998, 

Yasoshima et al. 2000). También se logra este efecto cuando se administra CNQX, 

un antagonista de los receptores AMPA, después de la presentación del sabor 

(Yasoshima et al. 2000). 

 

También existe evidencia de la participación de los mGluRs en la amígdala 

durante la formación del CAS. La inyección en la ABL de un antagonista de los 

mGluR I y II, después de la exposición al estímulo gustativo, atenúa el CAS. Sin 

embargo, la administración de un antagonista a mGluR5 en la ABL, previo a la 

presentación del estímulo gustativo no tiene efecto en la prueba a largo plazo del 

CAS, pero la extinción de éste es más lenta (Simonyi et al. 2009). 

 

Sistema gabaérgico. Algunos trabajos han tratado de describir los efectos de 

la administración intra-amigdalar de agonistas de los receptores GABA A en la 

expresión del CAS. Dado que este núcleo tiene altos niveles de expresión de 

receptores GABA A (McDonald & Betette 2001), este puede ser el locus del efecto 

ansiolítico de las benzodiacepinas en la adquisición y evocación de las memorias 

de aversión (Makkar et al. 2010).  Particularmente, la administración de midazolam 

en la ABL antes de la prueba a largo plazo, afecta la evocación del CAS (Yasoshima 

& Yamamoto 2005). La administración de otro agonista de los receptores GABAA, 

muscimol, en la ABL inmediatamente después de la primera extinción del CAS 

provocó que esta tarea no se extinguiera por dos semanas. Sin embargo, la 

administración de un antagonista no tuvo efecto (Akirav 2007).  

 

Sistema noradrenérgico. Existe amplia evidencia de la participación de este 

sistema de neurotransmisión en la adquisición y consolidación de memorias con 
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contenido emocional (McGaugh 2004, McGaugh et al. 2002).  En el caso de la 

formación de la memoria del CAS se sabe que infusiones de propranolol, un 

antagonista de los receptores β-adrenérgicos, afecta el CAS cuando se administra 

antes de la inyección i.p. de LiCl (Miranda et al. 2003), sin embargo cuando es 

administrado antes de la adquisición del CAS, éste no se ve afectado  (Miranda et 

al. 2008). Esto indica que los receptores β-adrenérgicos participan en el 

procesamiento del estímulo visceral, pero no en el del estímulo gustativo durante la 

formación del CAS. 

 

Sistema dopaminérgico. La ABL se ha visto implicada en tareas de 

condicionamiento apetitivo y aversivo (Davis 1992, de la Mora et al. 2010, Everitt 

et al. 2003, McGaugh 2004). Particularmente se ha visto que la proyección 

dopaminérgica hacia la ABL está involucrada en algunos aspectos del aprendizaje 

asociativo (de la Mora et al. 2010, Guarraci et al. 2000, Guarraci et al. 1999). Sin 

embargo, en lo que respecta a su participación en la formación del CAS, existe muy 

poca información. La lesión catecolaminérgica con 6-OHDA en la amígdala atenúa 

el CAS (Borsini & Rolls 1984); sin embargo, también existen datos donde el mismo 

tratamiento no tiene el mismo efecto sobre la adquisición de esta tarea (Fernandez-

Ruiz et al. 1993). 

 

INTERACCIÓN AMINTERACCIÓN AMINTERACCIÓN AMINTERACCIÓN AMÍGDALAÍGDALAÍGDALAÍGDALA----CORTEZA INSULAR EN LA CORTEZA INSULAR EN LA CORTEZA INSULAR EN LA CORTEZA INSULAR EN LA 

FORMACIÓN DEL CASFORMACIÓN DEL CASFORMACIÓN DEL CASFORMACIÓN DEL CAS    

 

Como se mencionó antes, la amígdala y la corteza insular tienen 

proyecciones recíprocas (Pitkanen 2000, Price 2003). Existen datos que sugieren 

que la proyección de la ABL hacia la corteza gustativa es importante para el 

establecimiento de la memoria gustativa de aversión.  La estimulación tetánica de 

la ABL induce potenciación a largo plazo (PLP) en la CI, incrementando 

significativamente la respuesta neuronal a estimulación de baja frecuencia 

(Escobar et al. 1998, Jones et al. 1999). La inducción de la PLP en la proyección 

ABL-CI antes de la adquisición del CAS, favorece la retención de esta tarea (Escobar 

& Bermudez-Rattoni 2000). Además se ha demostrado que esta potenciación es 

dependiente de la actividad de los NMDAr en la CI, ya que la administración 

intracortical de un antagonista competitivo de estos receptores, el CPP (ácido 3-2-
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carboxipiperacina-4-il-propil-1-fosfónico) y APV afectan tanto la formación del CAS 

como la PLP de la vía ABL-CI. En contraste, el bloqueo de los mGluRs no tuvo estos 

efectos (Escobar et al. 2002). Se ha reportado también que la inyección de 

glutamato en la ABL antes de la inducción del malestar gástrico mejora la 

formación del CAS; sin embargo, la inyección de APV en la CI inhibe este efecto 

(Ferreira et al. 2005). Esto sugiere que la interacción entre estas estructuras   a 

través del sistema glutamatérgico podría constituir un mecanismo mediante el cual 

el trazo de memoria del CAS es establecido. 

 

REACTIVACIÓN Y CONSOLIDACIÓN DEL CASREACTIVACIÓN Y CONSOLIDACIÓN DEL CASREACTIVACIÓN Y CONSOLIDACIÓN DEL CASREACTIVACIÓN Y CONSOLIDACIÓN DEL CAS    

Existe evidencia de que la actividad post-adquisición (reactivación) favorece 

la estabilización alargo plazo de la información aprendida. En el caso del CAS, el 

bloqueo de los NMDAr en la CI, 30, 60 o 120 minutos después del protocolo de 

condicionamiento afecta la consolidación de esta tarea (Gutierrez et al. 1999). Cui 

y colaboradores (2005) reportaron estudios hechos en ratones knock-out para NR1, 

característica que puede ser reversible, inducible y específico para estructuras del 

cerebro anterior, de manera que es posible eliminar la presencia de los NMDAr 

(cuya subunidad básica es la NR1) en cualquier etapa de la formación de la 

memoria. En estos estudios, eliminaron los NMDAr  durante una semana después 

de la adquisición del CAS y evaluando la MLP encontraron una significativa 

disminución en la aversión. Esto sugiere que hay una prolongada actividad 

glutamatérgica/NMDA durante la etapa post-adquisición que interviene en la 

formación de la MLP del CAS.   

 

Respecto a la participación de la amígdala, se ha visto que la inyección de 

TTX en la ABL 15 minutos, y hasta hora y media después del pareamiento entre el 

estímulo visceral y gustativo, ocasiona la atenuación del CAS; dicha atenuación es 

inversamente proporcional al intervalo de tiempo entre la adquisición y la inyección 

intra-amigdalar (Roldan & Bures 1994). También se ha reportado un incremento en 

las respuestas neuronales de la ABL 30 minutos después del condicionamiento 

(Yamamoto & Fujimoto 1991). A pesar de que es la única información disponible 

que sugiere que la amígdala es necesaria en etapas post-adquisición para la 

consolidación del CAS, la interacción con la CI indica que la actividad de estas 

estructuras podría estar relacionada con el proceso de consolidación del CAS. 
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IIIIIIII VVVVVVVV ........   PPPPPPPPLLLLLLLLAAAAAAAANNNNNNNNTTTTTTTTEEEEEEEEAAAAAAAAMMMMMMMMIIIIIIII EEEEEEEENNNNNNNNTTTTTTTTOOOOOOOO        DDDDDDDDEEEEEEEELLLLLLLL         PPPPPPPPRRRRRRRROOOOOOOOBBBBBBBBLLLLLLLLEEEEEEEEMMMMMMMMAAAAAAAA         

La evidencia indica que la corteza insular y la amígdala son estructuras clave 

para la adquisición y consolidación de la memoria del CAS. Sin embargo, es escasa  

la información sobre la participación de los sistemas de neurotransmisión antes 

mencionados en la señalización y representación de los estímulos condicionado e 

incondicionado para la formación y estabilización del trazo de memoria del CAS, ya 

que sólo se ha podido inferir su participación a partir del bloqueo farmacológico de 

algunos receptores.  

 

Se ha propuesto que tras la estimulación que genera el trazo de memoria, 

existe una reactivación del mismo en ausencia de estimulación externa y que 

contribuye a la estabilización progresiva y almacenamiento de la información. Hasta 

el momento, este proceso no se ha estudiado en términos de liberación de 

neurotransmisores y se desconoce qué sistemas de neurotransmisión están 

involucrados en la reactivación de las vías bioquímicas que mantienen los niveles 

de proteína que sustentan los cambios plásticos a largo plazo  

 

Por lo tanto, el estudio de las señales de neurotransmisión que intervienen 

tanto en la etapa de adquisición de la memoria como en el proceso de 

consolidación en la CI y en la amígdala permitiría comprender los mecanismos de la 

formación del trazo de memoria gustativa de aversión 
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VVVVVVVV ........         HHHHHHHHIIIIIIII PPPPPPPPÓÓÓÓÓÓÓÓTTTTTTTTEEEEEEEESSSSSSSS IIIIIIIISSSSSSSS         

En la CI y la amígdala habrá cambios en la liberación de neurotransmisores 

relacionados a la representación de los estímulos gustativo y visceral 

durante la formación de la memoria gustativa de aversión. Tras la 

asociación de los estímulos, estas estructuras continuarán participando en 

la estabilización de la memoria del CAS mediante la reactivación 

neuroquímica. 

 

VVVVVVVV IIIIIIII ........         OOOOOOOOBBBBBBBBJJJJJJJJEEEEEEEETTTTTTTT IIIIIIII VVVVVVVVOOOOOOOO        

Estudiar la participación de los sistemas glutamatérgico, gabaérgico, 

noradrenérgico y dopaminérgico en las etapas de adquisición y consolidación de la 

memoria gustativa de aversión en la CI y la amígdala, así como estudiar cómo la 

interacción de estas estructuras contribuye a la estabilización del trazo de 

memoria. 

OBJETIVOS PARTICULARESOBJETIVOS PARTICULARESOBJETIVOS PARTICULARESOBJETIVOS PARTICULARES    

• Caracterizar los cambios extracelulares de glutamato, GABA, norepinefrina y 

dopamina en la CI y la amígdala de rata mediante la técnica de microdiálisis 

en libre movimiento durante la adquisición y postadquisición del CAS. 

• Estudiar el significado funcional de las señales de neurotransmisión 

caracterizadas y su participación en las diferentes etapas de la formación de 

la memoria mediante el bloqueo de algunos de los receptores de los 

sistemas antes mencionados. 

• Determinar si la interacción entre amígdala y CI en la etapa post-adquisición 

es necesaria para la consolidación del CAS, así como analizar los sistemas 

de neurotransmisión involucrados en este proceso. 
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VVVVVVVV IIIIIIII IIIIIIII ........         MMMMMMMM EEEEEEEETTTTTTTT OOOOOOOODDDDDDDD OOOOOOOOLLLLLLLL OOOOOOOO GGGGGGGGÍÍÍÍÍÍÍÍ AAAAAAAA         

 

1. Animales. 

Se emplearon ratas Wistar machos de 90 días de nacidas y 270 - 300 g de 

peso al momento de la cirugía, fueron colocadas en cajas individuales bajo un ciclo 

de 12 horas luz/obscuridad con alimento y agua ad libitum excepto en los 

procedimientos experimentales (ver más adelante).  

 

2. Implantación de cánulas guía. 

Los animales fueron anestesiados con ketamina a una dosis de 84 mg/kg 

(Anesket, PiSA agropecuaria, México) y xilacina (Procin, PiSA agropecuaria, México) 

a una dosis de 0.4 mg/kg vía intraperitoneal. El lugar de implantación de la cánula 

guía (CMA 12 guide cannula) se determinó de acuerdo a coordenadas obtenidas 

del atlas Paxinos  y Watson (Paxinos 1998). Para la CI, con respecto a Bregma: AP = 

+1.2 mm, L = + 5 mm y DV = - 4.5 mm; para la amígdala: AP = -2.8 mm, L = - 4.8 

mm y DV = - 7.5 mm. Tras la implantación de la guía cánula, ésta se sujetó al 

cráneo con acrílico dental y dos tornillos. Para los experimentos de administración 

intracerebral, se implantaron cánulas bilaterales de acero inoxidable de 23G 

dirigidas a CI o amígdala.  

 

3. Microdiálisis en libre movimiento. 

Después de la cirugía los animales se recuperaron en sus cajas individuales 

durante cinco días; transcurrido este tiempo fueron privados de agua por 24 horas 

y luego colocados individualmente por cinco días durante cinco horas (10:00 a.m. a 

3:00 p.m.) dentro de la cámara de microdiálisis correspondiente (Bioanalytical 

systems, Inc., E.U.A.), donde se acostumbraron  a beber 10 mL de agua  de una 

probeta graduada en periodos de 15 minutos al día. Por la tarde, estando los 

animales en el bioterio, se les daba acceso a 20 mL más de agua para hidratarlas. 

Durante su estancia en la cámara de microdiálisis los animales fueron manipulados 

y habituados al contacto frecuente del experimentador. 

 

La microdiálisis en libre movimiento permite monitorear la liberación 

extracelular de neurotransmisores en una estructura en particular; el principio de la 
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microdiálisis se basa en la difusión de las moléculas a través de poros de diámetro 

pequeño en una membrana semipermeable unida a una sonda constituida de dos 

tubos concéntricos; al tubo de entrada se conecta una bomba de perfusión que 

infunde líquido cefalorraquídeo artificial (LCRA) (NaCl 118 mM, KCl 4.7 mM, 

KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, CaCl2 2.5 mM, NaHCO3 19 mM, Glucosa 3.3 mM), 

éste se equilibra con el fluido en el exterior por difusión en ambas direcciones, así 

el LCRA recuperado por la tubería de salida contiene los neurotransmisores que 

lograron atravesar la membrana; de manera que un análisis cuantitativo de las 

moléculas recolectadas en las fracciones de microdializado refleja su patrón de 

liberación temporal en el fluido extracelular (Orlowska-Majdak 2004, Ungerstedt 

1991). 

 

El día del procedimiento experimental la sonda de microdiálisis fue 

perfundida a una velocidad de 2 µL/min por 30 min con LCRA filtrado (membrana 

de filtración de 0.20 µm) a temperatura ambiente con ayuda de una bomba 

(CMA/100 pump) conectada a través de tubería de propileno etileno fluorinado 

para eliminar el glicerol en el cual se conserva la membrana. Tras verificar la 

ausencia de burbujas en el sistema se disminuyó la velocidad de perfusión a 1 

µL/min y se insertó en la rata la sonda (CMA 12) con una membrana de 3 mm de 

largo en el caso del monitoreo en CI y de 1 mm en el caso de la amígdala. Los 

primeros 90 minutos de recolección fueron descartados y después se recolectaron 

muestras cada 4 minutos recibiendo el microdializado en tubos eppendorf de 200 

µL que contenían 1 µL de mezcla antioxidante (ácido ascórbico 0.25 mM, Na2EDTA 

0.27 mM, ácido acético 0.1 M), las fracciones fueron inmediatamente guardadas 

en el ultracongelador a  - 80 °C hasta el momento del análisis. 

  

Para establecer la línea basal de liberación (LB) se recolectaron tres 

fracciones  (a una velocidad de perfusión de 1 µL/min para CI y 0.8 µL/min para la 

amígdala) tras la cuales se presentó el estímulo correspondiente o se inició el 

protocolo de condicionamiento monitoreando durante 32 ó 100 minutos 

dependiendo del experimento, los cuales se detallarán más adelante.  
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4. Cuantificación de neurotransmisores por electroforesis capilar. 

La electroforesis capilar (EC) es una técnica analítica instrumental de 

separación, la cual permite la identificación y cuantificación de los analitos una vez 

separados al acoplarse al detector adecuado. La separación en EC se basa en la 

migración de especies cargadas que se encuentran disueltas o suspendidas en una 

solución electrolítica dentro de un tubo capilar de diámetro muy pequeño al aplicar 

un voltaje, (fig. 4) (Landers 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Esquema de la instrumentación básica de un equipo de electroforesis capilar. Los 
extremos del capilar se encuentran dentro de una solución amortiguadora junto con 
electrodos conectados a una fuente de poder; la muestra es inyectada mediante presión 
en el capilar al sustituir temporalmente uno de los amortiguadores por el contenedor de la 
muestra. Al aplicar voltaje se lleva a cabo la separación de los analitos que serán 
detectados al pasar por una ventana en el capilar.  

 

Dada la complejidad de la muestra biológica en cuanto al gran número de 

moléculas que pueden estar presentes fue necesario emplear un método que 

permitiera separar, identificar y cuantificar simultáneamente los niveles de GABA 

glutamato, dopamina y norepinefrina presentes en el microdializado. Puesto que 

una de las grandes ventajas de emplear EC como herramienta para el análisis es 

que se requiere un volumen pequeño de muestra comparado con los 20 o 30  µL 

requeridos para el análisis por HPLC, se buscó mejorar la resolución temporal del 

patrón de liberación de las moléculas de interés al disminuir el tiempo de 

recolección de las fracciones hasta donde el método analítico lo permitiera, es 

decir, hasta recolectar el volumen mínimo de microdializado necesario para poder 

cuantificar los neurotransmisores antes mencionados. La respuesta a la detección 
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de los compuestos se traduce en un pico dentro de una gráfica llamada 

electroferograma.  

 

4.1   Procedimiento de derivatización. 

Debido a que se requería una alta sensibilidad, el mejor sistema de 

detección a nuestro alcance era la detección por fluorescencia inducida por láser 

(DFIL), la cual se basa en hacer reaccionar las moléculas de interés con un 

compuesto fluorogénico adecuado para las condiciones instrumentales de análisis, 

es decir, que el producto de la reacción de derivatización1 tenga una longitud de 

onda máxima de excitación (λmax exc) acorde a la de excitación del láser de 

ionización de argón. 

 

El compuesto fluorogénico elegido fue el FQ, (3-(2-furoil)quinolina-2-

carboxaldehído), Molecular Probes Invitrogen, E.U.A.) que reacciona en presencia 

de cianuro con el grupo amino primario de las moléculas presentes en la muestra lo 

que permite derivatizar al mismo tiempo catecolaminas y aminoácidos. 

 

Los productos son moléculas hidrofóbicas insolubles en agua y con 

movilidades muy similares, por lo que fue necesario aplicar una modalidad de 

electroforesis capilar conocida como cromatografía electrocinética micelar (MEKC, 

por sus siglas en inglés, Micellar Electrokinetic Chromatography) que se basa tanto 

en principios cromatográficos como electroforéticos y con la cual se pueden 

separar conjuntamente compuestos iónicos y neutros en función de sus 

movilidades electroforéticas y su partición entre una fase móvil y otra 

semiestacionaria compuesta por micelas. 

 

Existen en la literatura varias referencias en las cuales se emplea el FQ para 

la detección de proteínas, péptidos y aminoácidos en diferentes tipos de muestras 

(Asermely et al. 1997, Liu et al. 1990, Liu et al. 1991), sin embargo son escasas las 

referencias que indican el uso del FQ para el análisis de aminoácidos y 

catecolaminas simultáneamente en muestras de microdializado (Chen et al. 2001). 

Por este motivo fue necesario buscar las condiciones óptimas de reacción para 

                                                 
1
 La derivatización es una reacción que modifica la estructura de los compuestos a analizar para hacerlos 

susceptibles a cierto tipo de detección, en este caso DFIL. 
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analizar pequeños volúmenes de muestra sin diluir mucho su contenido de 

neurotransmisores durante el tratamiento. El procedimiento de derivatización 

consistió en lo siguiente: Alícuotas de 10 µL de FQ 10 mM (100 nmol) fueron 

secadas al vacío (el reactivo se encontraba disuelto en metanol); se agregaron 2 µL 

de KCN 25 mM, los 5 µL presentes en el tubo eppendorf de recolección (4 µL de 

microdializado y 1  µL de mezcla antioxidante) y 1 µL de estándar interno (O-metil-L-

treonina 7.5 mM), la mezcla se hizo reaccionar en la obscuridad por 15 min a 65 ºC 

en un baño termostatizado, inmediatamente después  se colocaron los tubos en 

hielo para detener la reacción. 

 

4.2  Separación y detección. 

 

Como se mencionó antes, se aplicó la modalidad de MEKC para separar los 

compuestos derivatizados; ésta involucra la adición de un surfactante en el 

amortiguador de corrida para la formación de micelas que constituyen la fase 

semiestacionaria por la cual tienen afinidad los productos de la reacción de 

derivatización. La separación se realizó en un equipo de electroforesis capilar 

Beckman Coulter P/ACE MDQ Glycoprotein system. 

 

El amortiguador de corrida empleado para la separación de los 

neurotransmisores de interés contenía boratos 35mM, duodecil sulfato de sodio 

(SDS) 25 mM, β-ciclodextrinas 5 mM  10% de metanol grado HPLC, pH final 9.6. La 

inyección fue hecha hidrodinámicamente aplicando 0.5 psi de presión durante 5 s 

en el contenedor de la muestra para llenar una porción del capilar (sílica fundida, 

75 µm de diámetro interno y 50 cm de largo) y la separación se hizo aplicando una 

corriente de 25 kV. Para la detección de los compuestos se empleó DFIL con un 

láser de ionización de argón con luz a 488 nm (Beckman Coulter).  

 

   4.3 Cuantificación. 

Al obtener las condiciones adecuadas de análisis para cuantificar glutamato 

y norepinefrina en los microdializados se utilizó una curva patrón de 6 puntos para 

cada compuesto de interés. Tanto a los estándares como a las muestras se les 

añadió un estándar interno (O-metil-L-treonina 7.5 mM), un aminoácido que no se 
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encuentra naturalmente en la muestra y que sirve como referencia para corregir 

variabilidad en la inyección de la muestra y en la reacción de derivatización; el área 

bajo la curva de los picos generados en el electroferograma fue interpolada para 

obtener la concentración correspondiente.  

 

5. Protocolo conductual para de condicionamiento de aversión al sabor. 

Cinco días después de la implantación de cánulas guía los animales fueron 

privados de agua por 24 hrs y durante los siguientes cinco días se les permitió 

beber agua durante 15 min en la mañana y de nuevo 4.5 hrs después para realizar 

la prueba a corto y largo plazo cuando se requiera. Este protocolo para evaluar la 

MCP y la MLP en los mismos animales ha probado ser útil, ya que la exposición al 

estímulo gustativo durante la evocación de la MCP no interfiere con la respuesta de 

aversión en la MLP (Ferreira et al. 2002). El volumen de agua ingerido fue 

registrado y el promedio de dicho consumo se consideró la línea basal. Para la 

adquisición del CAS las ratas fueron expuestas a una solución de sacarina sódica al 

0.1% durante 15 min y 15 min después de les administró una inyección i.p. de LiCl 

0.4M (7.5 mL/kg). La MCP se evaluó 4.5 hrs después de la adquisición al exponer 

de nuevo a las ratas a la solución de sacarina durante 15 min y la MLP se evaluó a 

las 72 hrs. Los datos son presentados como porcentaje de consumo durante la 

adquisición  (%ADQUISICIÓN = mL de sacarina consumidos durante la prueba * 

100/mL de sacarina consumidos durante la adquisición). 

  

6. Administración intracerebral de fármacos 

Todos los fármacos fueron disueltos en solución salina (0.9%), la 

administración de realizó a través de agujas dentales  que sobresalían 1.5 mm de 

las cánula guía. Las agujas se conectaron por medio de tubería de polietileno dos 

jeringas Hamilton de 10 uL; un volumen total de 1 uL por hemisferio fue 

administrado a una velocidad de 0.5 uL/min con una bomba de microinfusión 

(Carnegie Medicine, Estocolmo, Suiza). Después de las microinfusiones, las agujas 

se dejaron un minuto para permitir la difusión del fármaco en el tejido. 
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7. Western blot 

 

40 µg de proteína de homogenado de CI fueron hervidas durante 5 minutos 

en amortiguador Laemmli 1:1. Posteriormente se separaron en un gel de SDS-

poliacrilamida al 10%; la electroforesis se llevó a cabo a 100V durante dos horas en 

un amortiguador compuesto por Tris 25mM, glicina 192mM y  SDS 0.1%. Las 

proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF (BioRad) a 25 V por 45 min en 

un amortiguador de transferencia con los mismos componentes que el de corrida 

pero con 20% de metanol. Esta membrana se incubó una hora en amortiguador 

TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 0.9%, Tween 20 0.1%, pH 7.5) con 5% de albúmina sérica 

bovina. Para detectar la subunidad NR1 del receptor NMDA, la membrana fue 

incubada 12 horas a 4°C con un anticuerpo policlonal hecho en conejo (1:1000, 

Millipore) anti-fosfo-NR1(Ser897) y con un anticuerpo monoclonal hecho en ratón 

(1:1000, Millipore) anti-NR1. La membrana se lavó durante 7 minutos 4 veces en 

TBS-T y se incubaron por una hora con un anticuerpo conjugado a peroxidasa de 

rábano (anti-ratón y anti-conejo hechos en cabra (Zymed), 1:20,000). La membana 

volvió a lavarse con TBS-T. Después se incubó con sustrato quimioluminiscente 

HRP (Immobilion Western, Millipore) y la señal se expuso a una placa radiográfica. 

La inmunoreactividad se cuantificó densitométricamente con el software ImageJ 

1.31 

 

8. Histología 

Un día después de finalizar el experimento de microdiálisis los animales 

fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sódico y perfundidos 

transcardialmente con solución salina isotónica para retirar la sangre del cerebro,  

el cual fue retirado y colocado en una solución de paraformaldehído al 4 %, 

posteriormente se colocaron en una solución de sacarosa al 2% y conservados a 4 

ºC hasta ser cortados en secciones coronales de 50 µm de grosor a través de las 

áreas circundantes a la inserción de la sonda. Por último los cortes fueron teñidos 

con violeta de cresilo para observar con el microscopio si la localización de la 

membrana era correcta. 
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9. Análisis estadístico. 

Todos los datos se presentan como la media ± error estándar. Para el 

análisis estadístico se empleó una ANOVA de dos vías con la prueba post-hoc de 

Fisher o una t de Student no pareada, dependiendo del experimento; un valor de 

p<0.05 se consideró estadísticamente significativo. El análisis estadístico se llevó a 

cabo utilizando el programa StatView versión 4.5.  
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VVVVVVVV IIIIIIII IIIIIIII IIIIIIII ........                                 RRRRRRRR EEEEEEEESSSSSSSSUUUUUUUU LLLLLLLLTTTTTTTT AAAAAAAA DDDDDDDDOOOOOOOOSSSSSSSS         

 

1.1.1.1. Caracterización de las señales relacionadas con  el estímulo  Caracterización de las señales relacionadas con  el estímulo  Caracterización de las señales relacionadas con  el estímulo  Caracterización de las señales relacionadas con  el estímulo 

gustativo y el visceral en la CI.gustativo y el visceral en la CI.gustativo y el visceral en la CI.gustativo y el visceral en la CI.    

 

ESTÍMULO GUSTATIVO (EC)  

 

Como estímulo gustativo nuevo se empleó una solución de sacarina sódica 

al 0.1% (SAC, n=6), que constituye un sabor apetecible, por lo que la respuesta de 

liberación se comparó con la exposición a un sabor naturalmente repulsivo como es 

la quinina (clorhidrato de quinina 0.005%, QUIN n= 5). Como grupo control se 

monitorearon los niveles extracelulares de los neurotransmisores de interés 

durante la exposición de agua (H2O, n=5).  

 

Para los aminoácidos monitoreados, glutamato y GABA, las concentraciones 

basales promedio fueron 0.978 ± 0.32 µM y 0.012 ± 0.008 µM, respectivamente. 

No se observan diferencias significativas entre el grupo control que bebió agua y los 

grupos expuestos a los sabores nuevos (sacarina y quinina); es decir, la exposición 

a un estímulo gustativo no genera cambios significativos en la liberación de GABA y 

glutamato en CI dentro de los 15 min de exposición (fig. 5A, 5B). Sin embargo,  se 

observan cambios de liberación en las catecolaminas (concentraciones basales 

para dopamina 2 +- 0.7 nM y para norepinefrina 5 +- 0.3 nM). Se puede apreciar en 

la gráfica de liberación de norepinefrina (NE) (Fig. 5C) que en las fracciones 

correspondientes a los minutos 16 y 20  hay una diferencia significativa entre los 

grupos durante la presentación del sabor nuevo, que no se presenta en el grupo 

H2O (p’s <0.05 vs fracciones basales). Respecto a la liberación de dopamina (DA) 

(Fig. 5D) existe una diferencia signficativa entre grupos (F7,93= 6.247, p<0.01) y 

entre fracciones (F2,97= 8.686, p<0.01). Tanto en el grupo expuesto a la sacarina, 

como a la quinina, existe un incremento significativo de DA (p’s <0.01 vs. 

Fracciones basales) que no aparece en el grupo expuesto al agua; evidenciando así 

que en el procesamiento de un estímulo gustativo nuevo están involucradas 

señales noradrenérgicas y dopaminérgicas en CI. 
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Fig. 5. Un estímulo gustaUn estímulo gustaUn estímulo gustaUn estímulo gustativo nuevo incrementa la liberación de dopamina y norepinefrina tivo nuevo incrementa la liberación de dopamina y norepinefrina tivo nuevo incrementa la liberación de dopamina y norepinefrina tivo nuevo incrementa la liberación de dopamina y norepinefrina 
en la CI; mientras que la inducción del malestar gástrico incrementa la liberación de en la CI; mientras que la inducción del malestar gástrico incrementa la liberación de en la CI; mientras que la inducción del malestar gástrico incrementa la liberación de en la CI; mientras que la inducción del malestar gástrico incrementa la liberación de 
glutamato y norepinefrinaglutamato y norepinefrinaglutamato y norepinefrinaglutamato y norepinefrina. . . . Liberación de GABA, glutamato, norepinefrina y dopamina en 
corteza insular durante la exposición al estímulo gustativo (Sacarina 0.1%, quinina 0.005% 
o agua, indicado por la barra negra, A-D) y al malestar gástrico (inducido con LiCl 0.4M i.p, 
indicado con la flecha) o NaCl 0.4M que no induce tal malestar (E-H). Fracciones de 4uL; 
las tres primeras constituyen la liberación basal. Los datos se muestran como la media ± 
ES.* p<0.05 y **p<0.01 vs. la misma fracción del grupo control y #p<0.05 vs. fracciones 
basales. 
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ESTÍMULO VISCERAL (EI) 

 

 

 La inducción del malestar gástrico se realiza mediante la inyección 

intraperitoneal de LiCl 0.4M (n=7) (7.5 mL/kg), de manera que se evaluaron los 

cambios extracelulares relacionados con este estímulo y como grupo control se 

inyecitó una solución de NaCl 0.4M (n=4). En el caso del glutamato hubo 

diferencias significativas entre grupos (F1,55= 4.169, p<0.05) y entre fracciones 

(F7,55= 3.130, p<0.01), ya que tras la inyección de LiCl 0.4 M se observa un 

incremento de casi el 300% de la liberación basal que no se presentó en el grupo  

de NaCl 0.4 M (p< 0.05) (Fig, 5E). Esto sugiere que la respuesta glutamatérgica en 

CI es debida al inductor de malestar gástrico específicamente puesto que la 

solución de sodio, que no induce tal malestar, no produce un incremento a pesar 

de ser hipertónica e irritante. En el caso de la NE, existen cambios significativos 

entre las fracciones (F7,60= 14.741, p<0.01), pero no entre los grupos; como 

podemos observar en la figura 5G, la liberación de NE incrementa en ambos 

grupos. Lo que indica que la respuesta noradrenérgica debida a la inyección de LiCl 

no es específica y puede deberse a otros factores que se discutirán más adelante. 

 

La intensidad del malestar gástrico varía con la concentración de LiCl lo cual 

repercute en la fuerza del CAS, de modo que se monitoreó la liberación de los 

neurotransmisores de interés administrando una solución de LiCl de menor 

concentración para observar un efecto de dosis-respuesta en la liberación de 

glutamato y NE. Se inyectó una solución de LiCl 0.15M i.p. (7.5 mL/kg) (n= 5), cuya 

concentración  también produce CAS al parearlo con sacarina y NaCl 0.15M (7.5 

mL/kg) (n=3) como grupo control, al cual se administra una solución isotónica 

inocua que no produce CAS al parearla con el consumo de sacarina. 
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Fig. 6. La liberación de glutamato y norepinefrina en la CI depende de la dosis de LiCl. La liberación de glutamato y norepinefrina en la CI depende de la dosis de LiCl. La liberación de glutamato y norepinefrina en la CI depende de la dosis de LiCl. La liberación de glutamato y norepinefrina en la CI depende de la dosis de LiCl. 
Liberación de glutamato (A,C) y norepinefrina (B,D) en corteza insular al inducir malestar 
gástrico con LiCl 0.15 M, indicado con la flecha o NaCl 0.15 M. Fracciones de 4uL/4min; 
las tres primeras constituyen la liberación basal. * p<0.05 comparado con  la misma 
fracción del grupo control de NaCl y #p<0.05 vs fracciones basales. (E) Micrografía 
representativa de la implantación de cánulas guía y la localización de las membranas de 
microdiálisis, los números indican la coordenada AP respecto a bregma. 
 

La administración de LiCl 0.15 no provocó cambios significativos en la 

liberación de GABA ni de DA, sin embargo, como se observa en la figura 6, hay un 

incremento significativo de glutamato, que no se presenta con la inyección de NaCl 

(p<0.05), pero que es menor  al dado por LiCl 0.4 M. De igual forma hay un 

incremento de NE tanto con la inyección de LiCl como con la de NaCl que alcanza 

concentraciones similares y no presenta diferencias significativas.    
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ReReReReceptores que participan en la CIceptores que participan en la CIceptores que participan en la CIceptores que participan en la CI durante la exposición al EC y al EI. durante la exposición al EC y al EI. durante la exposición al EC y al EI. durante la exposición al EC y al EI.    

 

Durante la presentación del estímulo gustativo nuevo se dan cambios en la 

liberación de DA y de NE en CI, y la inducción del malestar gástrico provoca 

cambios en los niveles de glutamato y de NE. ¿Estas señales están involucradas en 

la formación de la memoria gustativa de aversión? 

 

Se sabe que la activación de los receptores dopaminérgicos tipo D1 es 

necesaria en diferentes tipos de aprendizaje (Beninger et al. 1989, Izquierdo et al. 

1998b) incluyendo los asociativos. También hay evidencia de que los receptores β-

adrenérgicos participan en aprendizajes asociativos especialmente con contenido 

emocional como los aversivos (Cahill et al. 1994, Miranda & McGaugh 2004, van 

Stegeren et al. 1998). Por otra parte se ha comprobado que la activación de los 

receptores tipo NMDA de glutamato es necesaria para la formación del CAS 

(Rosenblum et al. 1997, Ferreira et al. 2002) y para otros aprendizajes asociativos. 

Estas evidencias, junto con los resultados de los experimentos de microdiálisis se 

tomaron como base para evaluar la participación de las señales de liberación 

dentro de la CI en la formación de la memoria.  

 

    EXPERIMENTO 1EXPERIMENTO 1EXPERIMENTO 1EXPERIMENTO 1    

 

Para evaluar el efecto de DA y NE sobre el procesamiento del sabor  (EC) se 

inyectaron intracorticalmente los siguientes antagonistas  15 min antes de la 

exposición al estímulo gustativo durante el protocolo de condicionamiento de 

aversión al sabor: Propranolol (antagonista de los receptores β adrenérgicos, 5 

µg/µL (Miranda et al. 2003)), SCH23390 (antagonista de los receptores 

dopaminérgicos tipo D1, 2 µg/µL  (Runyan & Dash 2004). Para evaluar el efecto del 

glutamato y la NE en la señalización del malestar gástrico, se administraron APV, 

0.5 µg/µL (Ferreira et al. 2002) y Propranolol 5 µg/µL,  antes de la inducción del 

malestar gástrico; 72 hrs. después se realizó la prueba de memoria a largo plazo. 

Los fármacos fueron de Sigma St. Louis MO disueltos en solución salina. 
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Fig.    7 La consolidación del CAS se ve atenuada con el bloqueoLa consolidación del CAS se ve atenuada con el bloqueoLa consolidación del CAS se ve atenuada con el bloqueoLa consolidación del CAS se ve atenuada con el bloqueo de los receptores  de los receptores  de los receptores  de los receptores 
dopaminérgicdopaminérgicdopaminérgicdopaminérgicoooos D1 pres D1 pres D1 pres D1 pre----adquisición  y el bloqueo de los NMDAr anadquisición  y el bloqueo de los NMDAr anadquisición  y el bloqueo de los NMDAr anadquisición  y el bloqueo de los NMDAr antes de la inducción del tes de la inducción del tes de la inducción del tes de la inducción del 
malestar gástricomalestar gástricomalestar gástricomalestar gástrico. (A) Efectos a largo plazo de la inyección intracortical de SCH23390, 
bloqueador de los receptores D1 y propranolol, bloqueador de los receptores β-
adrenérgicos, 15 min antes del protocolo de adquisición. (B) Efectos a largo plazo de la 
inyección intracortical de APV y propranolol inmediatamente antes de la administración i.p. 
de LiCl.  Los resultados se expresan como % de consumo respecto a los mL consumidos 
durante la adquisición ± ES. * p<0.05 vs. vehículo.  

 

No se encontraron diferencias significativas entre los consumos basales de 

agua ni durante la adquisición del condicionamiento. Sin embargo, se ven 

diferencias entre el grupo al cual se le inyectó vehículo el grupo al que se le 

administró el  antagonista de D1/D5; pero no hay diferencias en la MLP en el grupo 

que recibió el propranolol (F2,20=4.687, p<0.05) (Fig. 7A). La administración de este 

β-bloqueador tampoco tuvo efecto sobre la memoria cuando se administró antes 

del la inducción del malestar gástrico, en contraste, el bloqueo de los NMDAr en 

este momento de la adquisición afectó la memoria del CAS (F2,12= 2.436, p<0.05) 

(Fig. 7B). 

 

Hasta este momento, empleando los bloqueadores de algunos receptores 

de los sistemas de neurotransmisión que estudiamos, se obtienen resultados 

diferenciales, donde destacan dos resultados interesantes: el bloqueo de los 

receptores β- adrenérgicos no tiene efectos sobre la memoria de aversión, lo cual 

indica que la señal noradrenérgica descrita en la CI podría no estar contribuyendo a 
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la formación de la memoria, sino estar relacionada a otros factores que se 

discutirán más adelante. El otro resultado se refiere al efecto negativo sobre  el CAS 

con el bloqueo de los receptores tipo D1, lo que da pie a la hipótesis de que la 

señal dopaminérgica en CI dada por el sabor nuevo es necesaria para la 

adquisición del CAS.  

 

EXPERIMENTO 2EXPERIMENTO 2EXPERIMENTO 2EXPERIMENTO 2    

 

Para evaluar si los receptores D1 participan en la adquisición o en la 

consolidación (o ambas fases) del CAS, se analizó el efecto del bloqueo de dichos 

receptores en la memoria a corto y largo plazo. Si el bloqueo de los receptores D1 

afecta la adquisición de la memoria de aversión, al evaluar la memoria a corto 

plazo los animales no recordarán que la sacarina les causó malestar; de manera 

que se inyectó SCH23390, el bloqueador de los receptores D1, 15 minutos antes 

de la adquisición del CAS y se midió el consumo de sacarina después de 4 horas 

(MCP) y de nuevo a las 72 horas (MLP). Este protocolo ha demostrado ser válido 

para medir MCP y MLP en los mismos animales, sin que la medición a las 4 horas 

interfiera con la medición a las 72 horas (Ferreira et al. 2002).  

 

La figura 8 muestra que no hay diferencias entre los grupos en el consumo 

de sacarina a corto plazo, es decir todas las ratas recuerdan que ese sabor tiene 

consecuencias negativas, por lo que lo rechazan; mientras que a largo plazo se 

puede ver que las ratas que recibieron SCH23390 no consolidaron este 

aprendizaje (t=-2.467 p<0.05), es decir.  También se puede ver en la figura 8 que 

la inyección de este bloqueador inmediatamente después del consumo de sacarina 

no tiene efecto a corto ni a largo plazo, lo que indica que la señal dopaminérgica 

que se da específicamente por el consumo del sabor nuevo es necesaria para la 

consolidación.  
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Fig. 8 La actividad de los receptores La actividad de los receptores La actividad de los receptores La actividad de los receptores D1 D1 D1 D1 es necesaria durante la exposición al estímulo es necesaria durante la exposición al estímulo es necesaria durante la exposición al estímulo es necesaria durante la exposición al estímulo 
gustativo nuevo. gustativo nuevo. gustativo nuevo. gustativo nuevo. Efecto de la microinyección de SCH23390 en la corteza insular 15 min 
antes de la adquisición del CAS e inmediatamente después de la exposición a la sacarina 
en la memoria a corto (4 hrs.) y largo plazo (72 hrs.). El consumo de sacarina es expresado 
como porcentaje del consumo durante la adquisición ± ES. * p<0.05. 

 

EXPERIMENTO 3EXPERIMENTO 3EXPERIMENTO 3EXPERIMENTO 3    

 

Dado que los receptores D1 en la CI intervienen específicamente en la 

consolidación del CAS, uno de los posibles mecanismos a través de los cuales 

podría dar lugar a cambios sinápticos más estables para formar la memoria a largo 

plazo, es la activación de PKA. Esta enzima puede ejercer cambios en la plasticidad 

sináptica a través de su efecto sobre el factor de transcripción CREB, inhibición de 

fosfatasas y cambios en la conductividad de canales iónicos (Dudman et al. 2003, 

Jay 2003, Skeberdis et al. 2006). Se sabe  que la inhibición de la actividad de PKA 

afecta la consolidación de la memoria de varias tareas (Bernabeu et al. 1997a, 

Bernabeu et al. 1997b, Quevedo et al. 2004, Schafe et al. 1999), de manera que 

en el caso del CAS podría participar en la estabilización de la memoria mediante su 

actividad en la CI. 
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Para evaluar lo anterior,  se administró un inhibidor específico de PKA, Rp-

adenosina 3-,5- cíclica monofosfotioato trietilamina (Rp-cAMPS) 15 min antes de la 

adquisición del CAS y se realizó la prueba de memoria a corto y largo plazo. Como 

se observa en la figura 9, la inhibición de PKA en la CI no afecta la adquisición del 

CAS, ya que no se ven efectos en la MCP; sin embargo, en la prueba de MLP la 

aversión al sabor se ve atenuada y hay diferencias significativas contra el grupo al 

cuales e le administró vehículo (t=2.378, p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

    

Fig. 9.  La actividad de PKA en la CI está involucrado en la consolidación del CAS. La actividad de PKA en la CI está involucrado en la consolidación del CAS. La actividad de PKA en la CI está involucrado en la consolidación del CAS. La actividad de PKA en la CI está involucrado en la consolidación del CAS. Efecto de 
la inhibición de PKA en la MCP y MLP del CAS. El consumo de sacarina es expresado como 
porcentaje del consumo durante la adquisición ± ES. * p<0.05. 
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2222. . . . Monitoreo de la liberación de neurotransmisores en la CI durante la Monitoreo de la liberación de neurotransmisores en la CI durante la Monitoreo de la liberación de neurotransmisores en la CI durante la Monitoreo de la liberación de neurotransmisores en la CI durante la 

etapa postetapa postetapa postetapa post----adquisición.adquisición.adquisición.adquisición.    

    

Los resultados de la sección 2. y 3. fueron publicados en: GuzmánGuzmánGuzmánGuzmán----Ramos K,Ramos K,Ramos K,Ramos K, 

Osorio-Gómez D, Moreno-Castilla P, Bermúdez-Rattoni F. Off-line concomitant 

release of dopamine and glutamate involvement in taste memory consolidation. J 

Neurochem. 2010 Jul; 114(1):226-36, donde se encontrarán debidamente 

descritos. 

 

Existen antecedentes que sugieren que la actividad post-adquisición de las 

estructuras que participaron en el procesamiento inicial de la información, podría 

sustentar la estabilización del trazo de memoria a largo plazo.  Para determinar si 

existe actividad en la CI después del entrenamiento del CAS que se pueda 

relacionar con la adquisición de este condicionamiento, se monitorearon los 

siguientes grupos de animales por medio de microdiálisis por alrededor de dos 

horas, durante la exposición a los estímulos de acuerdo al grupo correspondiente y 

durante una hora extra: el grupo condicionado (SAC-LiCl n=10), fue expuesto 

durante 15 min a 10 mL de una solución de sacarina sódica al 0.1% seguida de 

una inyección i.p. de LiCl (0.4 M, 7.5 mL/kg) después de 15 min. En el grupo no 

condicionado (SAC-NaCl, n=7) las ratas se expusieron a la sacarina y recibieron 

después una inyección i.p. de NaCl (0.4 M, 7.5 mL/kg) que no causa malestar 

gástrico y no se desarrollará el condicionamiento. Otro grupo control fue expuesto a 

agua en vez de sacarina y recibió una inyección i.p. de LiCl (H2O-LiCl, n=5) y otro 

grupo de animales recibió una inyección de NaCl después del consumo de agua 

(H2O-NaCl, n=6). Finalmente se monitoreó un grupo con condicionamiento 

retrograde (LiCl-SAC, n=7), al cual se le indujo el malestar gástrico (LiCl 0.4 M, 7.5 

ml/kg) y 15 min después se les presentó la solución de sacarina, siendo este 

protocolo un entrenamiento que no es efectivo para la formación de la memoria del 

CAS (Barker & Smith 1974). Tres días después del entrenamiento, la memoria de 

aversión fue evaluada mediante la re-exposición a la sacarina y se midió el 

consumo. 
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Fig. 10  Los niveles extracelulares de dopamina y glutamato incrementan en la corteza Los niveles extracelulares de dopamina y glutamato incrementan en la corteza Los niveles extracelulares de dopamina y glutamato incrementan en la corteza Los niveles extracelulares de dopamina y glutamato incrementan en la corteza 
insular durante la etapa postinsular durante la etapa postinsular durante la etapa postinsular durante la etapa post----adquisiciónadquisiciónadquisiciónadquisición de de de del condicionamiento de aversión al sabor.         l condicionamiento de aversión al sabor.         l condicionamiento de aversión al sabor.         l condicionamiento de aversión al sabor.         
(A) Comparación de la dopamina extracelular durante adquisición del CAS y una hora post-
adquisición en un grupo condicionado (SAC-LiCl, n=10) y un grupo no condicionado (SAC-
NaCl, n=7). (B) Comparación del glutamato extracelular en los grupos SAC-LiCl y SAC-NaCl. 
(C,D) Monitoreo de dopamina y glutamato extracelulares en los grupos control H2O-LiCl 
(n=5) y H2O-NaCl (n=6). (E,F) Monitoreo de dopamina y glutamato durante un 
condicionamiento retrógrado.  Fracciones de 4uL; las tres primeras constituyen la 
liberación basal. Datos expresados como %de liberación basal  ± ES.  # p<0.05 vs. 
Fracciones basales y * p<0.05 comparado con  la misma fracción del grupo control.  
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Fig. 11 Los nivelesLos nivelesLos nivelesLos niveles extracelulares  extracelulares  extracelulares  extracelulares de norepinefrina y GABAde norepinefrina y GABAde norepinefrina y GABAde norepinefrina y GABA en la corteza insular  en la corteza insular  en la corteza insular  en la corteza insular no no no no 
presentan cambios significativos presentan cambios significativos presentan cambios significativos presentan cambios significativos durante la etapa postdurante la etapa postdurante la etapa postdurante la etapa post----adquisiciónadquisiciónadquisiciónadquisición del condicionamiento  del condicionamiento  del condicionamiento  del condicionamiento 
de aversión al sabor. de aversión al sabor. de aversión al sabor. de aversión al sabor. (A) Comparación de la norepinefrina extracelular durante adquisición 
del CAS y una hora post-adquisición en un grupo condicionado (SAC-LiCl, n=10) y un grupo 
no condicionado (SAC-NaCl, n=7). (B) Comparación de GABA extracelular en los grupos SAC-
LiCl y SAC-NaCl. (C,D) Monitoreo de norepinefrina y GABA extracelulares en los grupos 
control H2O-LiCl (n=5) y H2O-NaCl (n=6). (E,F) Monitoreo de norepinefrina y GABA durante 
un condicionamiento retrógrado.  Fracciones de 4uL; las tres primeras constituyen la 
liberación basal. Datos expresados como %de liberación basal  ± ES.  # p<0.05 vs. 
fracciones basales y * p<0.05 comparado con  la misma fracción del grupo control.  
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El monitoreo en la CI reveló que existe actividad post-adquisición en la CI 

solo en el grupo que fue entrenado en al CAS; esta reactivación se presenta por 

medio de la liberación de DA y glutamato con una temporalidad muy cercana y que 

no se observa en el caso de la NE y GABA. 

 

La figura 10 A y B muestran un incremento en la liberación de dopamina y 

glutamato en el grupo que fue condicionado y en la evaluación a largo plazo 

presenta aversión al sabor (figura 12); estas señales no se presenta en los demás 

grupos control  que no desarrollaron aversión (Fig. 10 C-H), indicando que el 

pareamiento de estímulos durante el condicionamiento produce señales post-

adquisición que podrían ser específicas de la formación de un trazo de memoria 

aversivo. Por otra parte, la figura 11 muestra que en el caso de la norepinefrina y 

GABA no se presentan dichas señales de reactivación en el grupo condicionado ni 

en los grupos control.   

 

 

    

    

    

    

Fig. 12 Evaluación de la memoria 72 horas después de la exposición a los estímulos en los 
grupos monitoreados por microdiálisis. Se muestra que sólo el grupo condicionado 
presenta aversión al sabor. **p<0.01 vs SAC-LiCl. 
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Para determinar el significado funcional de los cambios extracelulares de DA 

y glutamato en la CI en la etapa post-adquisición se bloquearon los NMDAr (APV, 10 

µg/µL), los D1 (SCH23390, 2 µg/µL) o ambos simultáneamente 30 min después 

del periodo de adquisición (Fig 13).  

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 13 La actividad de los receptores D1 potencia la actividad de los NMDAr en la CI La actividad de los receptores D1 potencia la actividad de los NMDAr en la CI La actividad de los receptores D1 potencia la actividad de los NMDAr en la CI La actividad de los receptores D1 potencia la actividad de los NMDAr en la CI 
durante la postdurante la postdurante la postdurante la post----adquisición para la consolidación del CAS. adquisición para la consolidación del CAS. adquisición para la consolidación del CAS. adquisición para la consolidación del CAS. Efecto de la administración 
intracortical (triángulo verde) de APV, SCH, una mezcla de éstos y Rp-AMPc en la MCP y 
MLP del CAS. El consumo de sacarina es expresado como porcentaje del consumo durante 
la adquisición ±ES. * p<0.05 vs SS; & p <0.05 APV+SCH vs. APV. 

 

Los resultados de este experimento nos indican que las señales post-

adquisición intervienen en el proceso de consolidación específicamente, ya que la 

MCP no se ve afectada por estas manipulaciones farmacológicas. También se 

muestra que la señal dopaminérgica en la etapa post-adquisición, por si sola, no es 

suficiente para desencadenar mecanismos que lleven a la consolidación del CAS; 

por el contrario, la actividad de los NMDAr tiene un papel más importante en este 

proceso, ya que su bloqueo tiene efectos significativos en la MLP. 

Interesantemente, el bloqueo simultáneo de los receptores D1 y NMDA  tiene un 

efecto mayor en la atenuación de la MLP del CAS, incluso rebasando el consumo de 
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sacarina durante la adquisición, de manera que estas ratas no muestran aversión 

al sabor.  Esto sugiere que la actividad de los D1 podría potenciar la actividad de 

los NMDA para el fortalecimiento y estabilización del trazo de memoria. 

 

Papel de PKA en la sinergia NMDAPapel de PKA en la sinergia NMDAPapel de PKA en la sinergia NMDAPapel de PKA en la sinergia NMDA----D1D1D1D1 

  Se ha reportado que existe una sinergia entre los receptores NMDA y D1, la 

cual es dependiente de la actividad de PKA (Baldwin et al. 2002, Cepeda et al. 

1998, Hallett et al. 2006, Wang & O'Donnell 2001, Tseng & O'Donnell 2004). PKA 

es activado a través del incremento de AMPc ocasionado por la estimulación de los 

receptores D1; PKA fosforila la subunidad NR1 del receptor NMDA, incrementando 

la conductividad del canal, favoreciendo la respuesta neuronal.  

  

 Para evaluar si la actividad post-adquisición de PKA es necesaria para la 

consolidación del CAS, administramos Rp-AMPc (0.065 µg/µL, n=7) 30 min 

después del periodo de la adquisición (Fig 13).  Este bloqueo afectó la MLP pero no 

la MCP, indicando que la activación de PKA podría ser vía a través de la cual se da 

la sinergia NMDA-D1 que favorece la consolidación del CAS. 

 

Dado que la inhibición de la actividad de PKA en el tiempo en el que se 

presenta la reactivación neuroquímica afectó la consolidación, buscamos averiguar 

si efectivamente PKA fosforila la subunidad NR1 en este momento de la formación 

de la memoria.  Ratas correspondientes a los mismos grupos monitoreados por 

microdiálisis fueron sacrificadas 42 minutos después de la adquisición y se disectó 

la región de la CI que corresponde a la corteza gustativa y se homogenizó en 

amortiguador de lisis (0.5 mM CaCl2, 1mM NaHCO3, 1mM NaF, 2mM ortovanadato 

de sodio, 20 mM betaglicerofosfato, tableta de inhibidores de proteasas de Roche). 

Se realizaron inmunoblots  para detectar la subunidad NR1 fosforilada en Ser897, 

residuo en el cual actúa PKA,  y se comparó con NR1 total. 
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Fig. 14 Fosforilación de la subunidad NR1 del receptor NMDA en homogenado de 
CI. Las muestras se obtuvieron 42 min después del pareamiento de los estímulos durante 
la adquisición del CAS. Los resultados se muestran como la media de la densidad óptica de 
la banda correspondiente a la proteína fosforilada entre el total de la proteína  ± ES. 

 

Los resultados indican una tendencia hacia el incremento en NR1p en el 

grupo condicionado, sin embargo no es significativamente diferente de los grupos 

control (Fig. 14).  Posiblemente, PKA está actuando también a través de la 

fosforilación de otros sustratos para tener los efectos conductuales antes descritos. 
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3333....        ParticipacParticipacParticipacParticipación de la amígdala en la reactivación neuroquímica de ión de la amígdala en la reactivación neuroquímica de ión de la amígdala en la reactivación neuroquímica de ión de la amígdala en la reactivación neuroquímica de 

la CI y la consolidación del CAS.la CI y la consolidación del CAS.la CI y la consolidación del CAS.la CI y la consolidación del CAS.    

    

 Se ha propuesto que la modulación que ejerce la amígdala contribuye a la 

consolidación de la memoria del CAS (Gallo et al. 1992, Roldan & Bures 1994, 

Sakai & Yamamoto 1999). Esta modulación puede ser a través de las proyecciones 

glutamatérgicas hacia la CI (Bermudez-Rattoni and McGaugh, 1991)  y el VTA 

(Kaufling et al. 2009). Respecto a ésto, se ha demostrado que el bloqueo post-

adquisición de los NMDAr dentro del VTA, afecta la MLP de la tarea de prevención 

pasiva1 (Rossato et al. 2009). Como hemos mencionado antes, la amígdala tiene 

conexiones recíprocas con la CI y  ha sido reportado que la estimulación tetánica  

de la ABL induce PLP en la CI e incrementa la retención de la memoria del CAS 

(Escobar et al. 1998). Además, la administración post-adquisición de glutamato en 

la ABL aumenta la fuerza del CAS, siendo este efecto dependiente de la actividad 

de los NMDAr en la CI (Ferreira et al. 2005). Teniendo en cuenta esta información, 

evaluamos si el incremento post-adquisición de DA y glutamato en la CI dependían 

de la activación de la amígdala.  Empleamos  TTX  (n=6, 10 ng/µL en PBS) para 

bloquear temporalmente a la amígdala, mientras monitoreamos la respuesta de la 

CI. Como puede verse en la figura 15A, la inactivación de la amígdala inhibió el 

incremento de glutamato (fracción 92 min, t=2.782, p<0.05) y dopamina (fracción 

88 min, t=3.562, p<0.01) que se replica en el grupo control que recibió una 

infusión intra-amigdalar de amortiguador de fosfatos (PBS, n=5). 

 

 Estos resultados indican que la actividad de la amígdala está involucrada en 

la reactivación neuroquímica dentro de la CI. La figura 15B muestra la prueba a 

largo plazo de estos grupos, donde se muestra que la amígdala es necesaria en la 

etapa post-adquisición para que la aversión al sabor sea consolidada (t=5.978, 

p<0.01, PBS vs. TTX). 

 

 

 

 

                                                 
1
 En esta tarea los animales aprender a evadir una zona previamente asociada con choques en las patas. 
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Fig. 15 La inactivación reversible de la amígdala durante la etapa postLa inactivación reversible de la amígdala durante la etapa postLa inactivación reversible de la amígdala durante la etapa postLa inactivación reversible de la amígdala durante la etapa post----adquisición adquisición adquisición adquisición 
afecta los incrementos cortiafecta los incrementos cortiafecta los incrementos cortiafecta los incrementos corticales de dopamina y glutamato, así como la formación del CAS  cales de dopamina y glutamato, así como la formación del CAS  cales de dopamina y glutamato, así como la formación del CAS  cales de dopamina y glutamato, así como la formación del CAS  
(A) Efectos de la infusión bilateral de tetrodotoxina (TTX) o PBS en la amígdala (triángulo) 
en los niveles de glutamato y dopamina en la CI. La gráfica se expresa como la media de la 
liberación basal ± ES.   *p <0.05 y **p <0.01 vs. grupo control. (B) Prueba de memoria a 
largo plazo de los grupos microdializados. Los resultados se muestran como % de consumo 
respecto al consumo durante la adquisición ± ES. ** p <0.01 vs. PBS. 
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4.4.4.4. Monitoreo dMonitoreo dMonitoreo dMonitoreo de la liberación de neurotransmisores en la amígdala  e la liberación de neurotransmisores en la amígdala  e la liberación de neurotransmisores en la amígdala  e la liberación de neurotransmisores en la amígdala  

durante la etapa postdurante la etapa postdurante la etapa postdurante la etapa post----adquisición.adquisición.adquisición.adquisición.    

 

Después de comprobar que la actividad de la amígdala interviene en la 

consolidación del CAS, nuestro siguiente objetivo fue monitorear las cambios 

extracelulares de glutamato, GABA, NE y DA en esta estructura durante la 

adquisición y post-adquisición del CAS, lo que nos permitirá evaluar también las 

señales de neurotransmisión asociadas a la presentación de los estímulos  

condicionado e incondicionado y los neurotransmisores que están actuando en la 

reactivación de la amígdala. 

 

Los siguientes grupos de animales fueron monitoreados por microdiálisis en 

libre movimiento por alrededor de dos horas Un grupo condicionado (SAC-LiCl n=6), 

que fue expuesto durante 15 min a 10 mL de una solución de sacarina 0.1% y 15 

min después recibió una inyección i.p. de LiCl (0.4 M, 7.5 mL/kg). El grupo no 

condicionado (SAC-NaCl, n=6), que fue expuesto a la solución de sacarina  y 

después recibió una inyección i.p. de NaCl (0.4 M, 7.5 mL/kg) que no causa 

aversión. Otro grupo control fue expuesto a agua en lugar de sacarina y recibió la 

inyección de LiCl (H2O-LiCl, n=6). Finalmente, se empleó también como control un 

grupo con condicionamiento retrograde (LiCl-SAC, n=6) en el cual se presentó el EI 

antes que el EC, lo cual hemos visto que resulta ineficiente para formar el CAS.  

Tres días después del entrenamiento, se evaluó la memoria reexponiendo a los 

animales a la sacarina y midiendo su consumo. 
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Fig.  16 LosLosLosLos     niveles extracelulares niveles extracelulares niveles extracelulares niveles extracelulares de norepinefrinade norepinefrinade norepinefrinade norepinefrina y glutamato incrementan en la  y glutamato incrementan en la  y glutamato incrementan en la  y glutamato incrementan en la 
amígdalaamígdalaamígdalaamígdala durante la etapa post durante la etapa post durante la etapa post durante la etapa post----adquisiciónadquisiciónadquisiciónadquisición del condicionamiento de aversión al sabor del condicionamiento de aversión al sabor del condicionamiento de aversión al sabor del condicionamiento de aversión al sabor.   
        (A y D) Comparación del glutamato y norepinefrina extracelular, respectivamente, en la 
amígdala durante adquisición del CAS y una hora post-adquisición en un grupo 
condicionado (SAC-LiCl, n=6) y un grupo no condicionado (SAC-NaCl, n=6). (B y D) 
Monitoreo de glutamato y norepinefrina extracelulares en el grupo control H2O-LiCl (n=6). 
(C y F) Monitoreo de glutamato y norepinefrina durante un condicionamiento retrógrado.  
Fracciones de 4uL; las tres primeras constituyen la liberación basal. Datos expresados 
como % de liberación basal  ± ES.  # p<0.05 vs. Fracciones basales y * p<0.05 comparado 
con  la misma fracción del grupo control.  
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Fig.  17   Los niveles de dopamina y GABA en la amígdala no cambian Los niveles de dopamina y GABA en la amígdala no cambian Los niveles de dopamina y GABA en la amígdala no cambian Los niveles de dopamina y GABA en la amígdala no cambian 
signif icativamente en la etapa postadquisiciónsignif icativamente en la etapa postadquisiciónsignif icativamente en la etapa postadquisiciónsignif icativamente en la etapa postadquisición ........         Monitoreo de la liberación de GABA 

y dopamina en la amígdala durante la adquisición del CAS y una hora post-adquisición. Fracciones 
de 4uL; las tres primeras constituyen la liberación basal. Datos expresados como %de liberación 
basal  ± ES.  # p<0.05 vs. fracciones basales y * p<0.05 comparado con  la misma fracción del 
grupo control.(G) Micrografía representativa de la implantación de cánulas guía y la localización de 
las membranas de microdiálisis, los números indican la coordenada AP respecto a bregma. 
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La concentración basal de glutamato fue de 2 ± 0.13 µM en los grupos 

microdializados. Una ANOVA de dos vías indicó que existen diferencias significativas 

entre grupos (F3,397=5.604, p<0.01) y entre fracciones (F20,397=3.695, p<0.01). La 

figura 16A muestra que no hay cambios en la liberación de glutamato en la 

amígdala después de la exposición de sacarina en los grupos SAC-LiCl y SAC-NaCl. 

Sin embargo, la administración de LiCl 0.4 M indujo un incremento significativo de 

glutamato (p<0.01 vs. Fracciones basales), mientras que la administración de una 

solución equimolar de NaCl no indujo tal incremento (p=0.0402, SAC-LiCl vs. SAC-

NaCl en la fracción 45 min). Interesantemente, un análisis post-hoc indicó que en la 

fracción de los 85 min durante el monitoreo post-adquisición existen diferencias 

significativas entre estos dos grupos (p=0.0216). Se puede observar un claro 

incremento de glutamato  en el grupo condicionado, que no se presenta en los 

demás grupos control (Fig. 16 B y C). Para descartar que esta sea una señal tardía 

de la inducción del malestar gástrico, se comparó esta respuesta con la producida 

por el grupo H2O-LiCl. Como vemos en la figura 16B, los niveles de glutamato no se 

vieron afectados por el consumo de agua y la administración del LiCl indujo un 

incremento de casi 250% de la liberación basal (p<0.01 vs. fracciones basales).  

Sin embargo, no hay cambios post-adquisición en este grupo. También evaluamos 

un grupo que fue sujeto a condicionamiento retrogrado (Fig. 16C) En este grupo la 

administración de LiCl también indujo una liberación significativa de glutamato 

(p<0.01 vs. fracciones basales) y la exposición a sacarina no tuvo efecto en los 

niveles extracelulares de glutamato. Tampoco se observan incrementos post-

adquisición, sugiriendo que solo el pareamiento de estímulos para la formación del 

CAS induce la reactivación neuroquímica. 

  

En el caso de la norepinefrina, la concentración en las fracciones basales 

fue en promedio de 5 ±0.53 nM. El análisis estadístico reveló diferencias 

significativas entre grupos (F3,382=6.172, p<0.01)  y entre fracciones 

(F20,382=6.460, p<0.01). Durante el monitoreo del condicionamiento hubo 

incrementos significativos de NE extracelular (p<0.001) relacionados con la 

exposición al sabor nuevo (Fig.  16D) que no se observan con la exposición al agua 

(Fig. 16E). En el caso de los grupos SAC-LiCl y SAC-NaCl, la administración i.p. de 

estas sales indujo un incremento transitorio de NE (p´s<0.01vs. línea basal, para 

ambos grupos); sin embargo el subsecuente monitoreo reveló un incremento del 
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210% exclusivamente en los animales entrenados 40 min tras la inducción del 

malestar gástrico (fracción 85 min, p<0.05). Este incremento fue significativamente 

diferente del grupo SAC-NaCl  (p<0.05), que no desarrolló aversión. Por ultimo, en 

el grupo con condicionamiento retrograde, se observan incremento significativos 

tras la inyección de LiCl (p<0.01) y la presentación de sacarina (p<0.05 vs. 

Fracciones basales), pero no se aprecia actividad durante la post-adquisición. Estos 

resultados concuerdan con el hecho de que aquellos grupos que no adquirieron el 

CAS, no muestran reactivación neuroquímica. 

 

Dado que analizamos catecolaminas y aminoácidos simultáneamente, 

determinamos los cambios extracelulares de GABA y dopamina en la amígdala en 

las mismas condiciones experimentales previamente descritas (Fig. 17). La 

concentración basal de GABA y DA fue de 0.15 µM y 6.35 ± 0.13 nM 

respectivamente.  Tanto los receptores GABAérgicos como dopaminérgicos en la 

amígdala han sido relacionados con reacciones autónomas y conductuales al 

miedo y la ansiedad, particularmente como respuesta a estímulos previamente 

condicionados como aversivos  (Perez de la Mora et al. 2010, Inglis & Moghaddam 

1999, Stork et al. 2002).  Esta podría ser la razón por la cual no se aprecian 

cambios significativos en GABA durante la adquisición (Fig. 17 A-C). Sin embargo, la 

exposición a la sacarina estuvo relacionada con un pequeño, pero significativo 

incremento de DA en los grupos SAC-LiCl, SAC-NaCl y LiCl-SAC (Fig. 17D-F, p’s<0.05 

vs. línea basal), lo que podría implicar en parte la señalización de un sabor nuevo 

potencialmente dañino. Por otra parte, la estimulación visceral  con la inyección i.p. 

de LiCl se relacionó con un incremento de DA en los grupos H2O-LiCl y LiCl-SAC 

(p’s<0.05), pero en el grupo condicionado SAC-LiCl, no indujo cambios apreciables, 

a pesar de que el NaCl también indujo cierto incremento de DA (p<0.05 vs. Línea 

basal). Se ha reportado que estímulos estresantes, como la manipulación, induce 

un incremento de DA en la amígdala (Inglis & Moghaddam 1999), de manera que  

la administración i.p. podría ser responsable de esta respuesta. Como puede 

observarse, no hay incremento significativos de GABA o DA en el monitoreo 

postadquisición  de ningún protocolo conductual, sugiriendo que ninguno de estos 

neurotransmisores está involucrado en la reactivación de la amígdala que favorece 

la consolidación de CAS. 
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Participación en la etapa poParticipación en la etapa poParticipación en la etapa poParticipación en la etapa postststst----adquisición de los receptores  NMDA y adquisición de los receptores  NMDA y adquisición de los receptores  NMDA y adquisición de los receptores  NMDA y ββββ----

adrenérgicos en la consolidación de la memoria del CAS.adrenérgicos en la consolidación de la memoria del CAS.adrenérgicos en la consolidación de la memoria del CAS.adrenérgicos en la consolidación de la memoria del CAS. 

 

Los resultados de la sección 3  indicaron que la actividad de la amígdala es 

necesaria en la post-adquisición para la consolidación del CAS, en esta sección 

describimos que dicha reactivación se da a través de señales noradrenérgicas y 

glutamatérgicas. Junto con la actividad de los NMDAr, existe evidencia de que los 

neuromoduladoras  influyen en la regulación del proceso de consolidación en 

periodos post-adquisición; particularmente se ha visto involucrado el sistema 

noradrenérgico ((McGaugh et al. 2002). Por ejemplo, la infusión intra-amigdalar de 

antagonistas de los receptores β-adrenérgicos tras el entrenamiento de prevención 

pasiva, afectó la consolidación de la memoria y la administración concurrente de 

NE atenúan dicho efecto (Gallagher et al. 1977). Por otra parte, la infusión de un 

agonista de los receptores β-adrenérgicos tras el entrenamiento de este 

aprendizaje, mejora la consolidación de la memoria  (Ferry & McGaugh 1999, Ferry 

et al. 1999).  

 

De esta forma evaluamos el papel funcional de las señales glutamatérgicas 

y noradrenérgicas durante la etapa de reactivación neuroquímica mediante el 

bloqueo de los NMDAr  (APV, 10 µg/µL) o los β-adrenérgicos (propranolol, 5 µg/µL) 

30 min después del periodo de adquisición y evaluamos el efecto en la memoria a 

corto y largo plazo. Una ANOVA simple mostró que no hay diferencias entre los 

grupos  en la prueba a corto plazo, indicando que la manipulación farmacológica no 

afectó la adquisición de la tarea (Fig 18); sin embargo, hay diferencias significativas 

en la prueba a largo plazo (F 2,49 = 16.563, p < 0.01),  Una prueba post-hoc reveló 

que tanto el grupo APV como el PROP son consumieron significativamente más 

sacarina que el grupo SS en la prueba a largo plazo MLP (p<0.01), el cual 

desarrolló una clara aversión. Cabe señalar que el consumo del grupo APV fue 

significativamente mayor que el del grupo PROP (p<0.01), indicando que aunque la 

actividad post-adquisición de ambos tipos de receptores está involucrado en la 

consolidación del CAS, el bloqueo de los NMDAr causó un mayor efecto, ya que los 

animales de este grupo no presentan ninguna aversión, siendo casi del 100% de su 

consumo durante la adquisición. 
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Fig. 18 La actividad de los receptores NMDA y La actividad de los receptores NMDA y La actividad de los receptores NMDA y La actividad de los receptores NMDA y ββββ----adrenérgicos en la etapa postadrenérgicos en la etapa postadrenérgicos en la etapa postadrenérgicos en la etapa post----adquisición, adquisición, adquisición, adquisición, 
está involucrada en la consolidación del CAS. está involucrada en la consolidación del CAS. está involucrada en la consolidación del CAS. está involucrada en la consolidación del CAS. Efecto de la administración intra-amigdalar 
(triángulo naranja) de solución salina (SS), APV o  propranolol en la MCP y MLP del CAS. El 
consumo de sacarina es expresado como porcentaje del consumo durante la adquisición ± 
ES. ** p<0.01 vs. SS; & p <0.01 PROP vs. APV. 
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5.5.5.5. Inducción del CAS Inducción del CAS Inducción del CAS Inducción del CAS en ausencia de LiCl: en ausencia de LiCl: en ausencia de LiCl: en ausencia de LiCl:     

Importancia de los receptores NMDA en la formación de la memoria.Importancia de los receptores NMDA en la formación de la memoria.Importancia de los receptores NMDA en la formación de la memoria.Importancia de los receptores NMDA en la formación de la memoria.    

 

Las evidencias que hemos presentado sugieren que los NMDAr poseen un 

papel fundamental en varias etapas de la formación de la memoria del CAS. Su 

actividad es necesaria para la señalización del malestar gástrico durante la etapa 

de adquisición y después, durante la reactivación neuroquímica, tanto en CI como 

en amígdala. En esta última, los receptores β-adrenérgicos están involucrados en la 

formación del CAS durante la inducción del malestar (Miranda et al. 2003) y en la 

etapa post-adquisición. El objetivo de los experimentos de esta sección fue evaluar 

el efecto de la estimulación exógena de estos receptores  en los momentos de en 

los que se presentan los incrementos de glutamato y NE durante el monitoreo.  

 

El esquema de administración intracerebral consistió realizar una inyección 

15 min después de la exposición a sacarina y otra inyección 30 min después, 

evaluando la MLP 72 horas después. Los grupos empleados en el caso de la CI 

fueron los siguientes: SS-SS (n=9) doble administración de solución salina;    

NMDA-SS (n=6), SS-NMDA (n=9); la dosis empleada fue de 0.1 µg/µL en solución 

salina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; (Koh et al. 2003) y NMDA-NMDA (n=8). 

Estos grupos fueron comparados con un grupo expuesto a sacarina sódica 0.1% 

durante 15 min y 15 min después se le administró LiCl 0.15M i.p. (75 mL/kg; CAS, 

n=10) (Fig. 19 A). 

 

En el caso de la amígdala, se emplearon agonistas de los receptores  NMDA 

y β-adrenérgicos, administrados en el esquema de doble inyección en los siguientes 

grupos: SS-SS (n=5); ISO-ISO (n=5) recibieron doble inyección de isoproterenol (30 

µg/µL , Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA (Zhang et al. 2001)); NMDA-NMDA (n=9), 

recibieron doble inyección de NMDA; otro grupo recibió una mezcla de los 

agonistas, ISO+NMDA-ISO+NMDA (n=6) y dos grupos controles que recibieron solo 

una inyección de la mezcla, SS-ISO+NMDA (n=5) y ISO+NMDA-SS (n=5). El consumo 

a largo plazo de estos grupos se comparó con el de un grupo que adquirió el CAS 

(n=8). 
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Fig. 19 La estimulación exógena de los NMDAr en la amígdala induce CAS. La estimulación exógena de los NMDAr en la amígdala induce CAS. La estimulación exógena de los NMDAr en la amígdala induce CAS. La estimulación exógena de los NMDAr en la amígdala induce CAS. Efecto 

de la doble inyección de NMDA en amígdala y CI en ausencia de la administración de LiCl.    
(A) Prueba a largo plazo de los grupos control (SS-SS, solución salina; SS-NMDA, NMDA-SS) 
y el grupo al cual se le administró NMDA en dos ocasiones en la CI (NMDA-NMDA); todos 
comparados con un grupo que recibió CAS. (B) Prueba a largo plazo de los grupos control 
(SS-SS; SS-ISO+NMDA, ISO+NMDA-SS) y los grupos a los cuales se les administró NMDA y 
NMDA+ISO en dos ocasiones en la amígdala. (C) Esquema de administración de fármacos. 
El consumo de sacarina es expresado como porcentaje del consumo durante la adquisición 
±ES *p<0.05 vs. CAS, ¨¨p<0.01 vs. CAS, &p<0.05 vs. grupo SS.    

 
 

La figura 19A muestra que la activación de los NMDAr en la CI durante los 

momentos críticos que logramos identificar mediante el monitoreo con microdiálisis 

no genera aversión al sabor, sin embargo, el consumo en la prueba a largo plazo 
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del grupo con doble inyección de NMDA se encuentra alrededor del 100% del 

consumo durante la adquisición y es significativamente diferente de los grupos 

control (F4,36=12.594, p’s<0.01 NMDA-NMDA vs. grupos control), indicando que 

este sabor tampoco fue consolidado como seguro de consumir. En cambio, el 

efecto de la doble inyección de NMDA en amígdala indica la generación de una 

aversión similar a la producida por un CAS débil que se consigue con un EC y un EI 

de baja intensidad. Por otra parte,  la estimulación exógena de los receptores β en 

el mismo esquema de inyección doble no alcanza a ser suficiente para inducir la 

aversión antes descrita, sin embargo genera cierta aversión, ya que las ratas de 

este grupo disminuyeron su consumo, el cual es significativamente diferente del 

consumo del grupo con inyecciones de salina (SS-SS, n=5), que incrementa en la 

prueba a largo plazo (p<0.01) (Fig. 19B). También evaluamos el efecto de la 

administración simultánea de estos agonistas, ya que en la amígdala hay una 

liberación concomitante de glutamato y NE durante el EI y en la post-adquisición. 

Este grupo (ISO+NMDA-ISO+NMDA, n=6) presenta una aversión de una magnitud 

similar al grupo CAS (n=8), que fue expuesto a EC y EI de baja intensidad, de 

manera que no es significativamente diferente del grupo que recibió NMDA-NMDA, 

pero muestra una mayor aversión que el grupo ISO-ISO (p<0.05). Como grupos 

control, realizamos inyecciones de la mezcla de agonistas solo una vez y en la otra 

inyección administramos solución salina (ISO+NMDA-SS, n=5; SS-ISO+NMDA, n=5). 

Con estos grupos mostramos que para inducir aversión al sabor, es necesaria la 

actividad de  los NMDAr  y los receptores β-adrenérgicos en los dos momentos que 

identificamos en el monitoreo de la amígdala durante el condicionamiento y en la 

etapa post-adquisición.  
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IIIIIIIIXXXXXXXX........         DDDDDDDDIIIIIIIISSSSSSSSCCCCCCCCUUUUUUUUSSSSSSSSIIIIIIIIÓÓÓÓÓÓÓÓNNNNNNNN        

        

Durante la adquisición y consolidación de una experiencia, varios 

mecanismos celulares necesitan ser activados por señales neuroquímicas. Sin 

embargo, no todos los cambios moleculares se relacionan con la formación del 

trazo de memoria. En el desarrollo de esta tesis nos hemos aproximado a entender 

la contribución de algunos sistemas de neurotransmisión en la etapa de 

adquisición y post-adquisición de la memoria del CAS.  

 

Señales relacionadas con el estímulo gustativo nuevo: CI 

 

 Varios estudios han demostrado que existe actividad en la CI durante el 

procesamiento del estímulo gustativo; por ejemplo, la exposición a un sabor nuevo 

produce cambios eléctricos y moleculares tales como incremento en el disparo de 

neuronas (Hanamori et al. 1998, Katz et al. 2001, Ogawa et al. 1992); expresión de 

GEIs, como c-fos (Bernstein & Koh 2007) e incremento en la liberación de 

acetilcolina (Miranda et al. 2000, Shimura et al. 1995). En el presente trabajo  

reportamos también cambios en la liberación de neurotransmisores, 

particularmente DA y NE, que no se presentan al exponer al animal a un sabor 

familiar, como es el agua. En el caso de la actividad noradrenérgica en la CI, parece 

no participar en la formación del CAS, ya que el bloqueo de los receptores β-

adrenérgicos antes de la presentación de un estímulo gustativo nuevo, no afecta 

este tipo de aprendizaje; de manera que el incremento puede obedecer a  que el 

sistema noradrenérgico central participa en mecanismos de atención (Robbins 

1995, Robbins 1997), como aquellos involucrados en la exposición a estímulos 

nuevos, además está comprobado que las neuronas del LC se activan como 

respuesta a la novedad de estímulos gustativos (Cole et al. 1988); recordemos que 

el LC tiene proyecciones directas  a la CI (Saper 1982), y por lo tanto la activación 

de este núcleo noradrenérgico provocaría un aumento de norepinefrina en sus 

estructuras eferentes (Pudovkina et al. 2001, McQuade et al. 1999). Por otro lado, 

se ha dicho que la actividad noradrenérgica está implicada en ansiedad y estrés 

(Rossetti et al. 1990, Morilak et al. 2005) y que estos estados acompañan a 

situaciones en los que hay ambientes desconocidos (Robbins 1995). Es posible 
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entonces que la respuesta noradrenérgica observada se deba a las implicaciones 

que tiene el hecho de consumir un alimento nuevo, es decir, el consumir poco del 

mismo porque no se saben las consecuencias postingestionales, lo que refleja una 

respuesta neofóbica (miedo a lo nuevo) que depende de la intensidad o del sabor o 

del tipo de sabor. Presumiblemente la actividad noradrenérgica en CI formaría 

parte del mecanismo que permite enfocar la atención en eventos relevantes o en 

situaciones amenazantes como las que suponen ingerir un alimento desconocido. 

 

Si bien, hay evidencias que muestran la participación directa de la 

norepinefrina en los mecanismos de la neofobia, los resultados respecto a su papel 

modulatorio suelen ser contradictorios y dependen de las condiciones 

experimentales bajo las que se llevó a cabo el estudio (Steketee et al. 1992) 

además de que no se cuenta con información a este respecto en la CI. De tal 

manera que el  presente trabajo aporta nueva información con la ventaja que 

ofrece  el monitoreo de la liberación por medio de microdiálisis en libre movimiento 

donde el animal está en completa posesión de sus funciones, pero en condiciones 

controladas que permiten asegurarnos de que el único estímulo nuevo sea el 

gustativo. 

 

  La respuesta dopaminérgica en CI es muy clara e incrementa cuando  se 

presenta un estímulo gustativo nuevo; algunas evidencias muestran resultados 

similares en otras estructuras que reciben aferencias dopaminérgicas  como núcleo 

accumbens (Bassareo & Di Chiara 1997, Feenstra et al. 2000) y corteza prefronal 

(Bassareo & Di Chiara 1997, De Leonibus et al. 2006, Rossetti & Carboni 2005, 

Feenstra et al. 2000) durante la exposición a estímulos nuevos. Se ha planteado 

que las respuestas dopaminérgicas se dan no sólo por la calidad recompensante 

de los estímulos sino por la importancia conductual que éstos tengan (Ljungberg et 

al. 1992, Ungless 2004); los estímulos gustativos nuevos  son importantes  para 

los animales ya que pueden derivar en consecuencias adversas (nauseas, malestar 

gástrico, muerte).  

 

 Respecto a la cinética de la liberación de glutamato tras la exposición al 

estímulo gustativo, mostramos que no hay cambios significativos en la CI respecto 

a este neurotransmisor. Ésto concuerda con evidencias previas donde se 
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monitorearon los niveles de glutamato en esta misma estructura durante la 

exposición a un estímulo gustativo nuevo (Miranda et al. 2002).    

 

Al no haber encontrado variaciones en este neurotransmisor, podría 

pensarse que no hay un incremento de la actividad glutamatérgica relacionada con 

la presentación de un estímulo gustativo nuevo. Una evidencia que apoyaría esto 

último es la proporcionada por Giovaninni y colaboradores (Giovannini et al. 2001), 

donde  no se observan modificaciones en la liberación de glutamato en la corteza 

prefrontal de ratas al colocarlas en un contexto espacial nuevo, ni cuando este 

contexto ya es familiar. Existe muy poca información acerca de los cambios 

extracelulares de glutamato y GABA durante la presentación de estímulos nuevos, 

el trabajo de Govannini también muestra que no hay cambios GABAérgicos en la 

corteza prefrontal relacionados con la novedad de estímulos como vimos que 

sucede en la CI.  

 

Señales relacionadas con el estímulo gustativo nuevo: amígdala 

 

Varios estudios han reportado un incremento en la actividad de la amígdala 

en relación con la exposición al estímulo gustativo nuevo. Por ejemplo, durante la 

ingestión de varias soluciones con diferente sabor, se localizaron varias neuronas 

que respondían a estos estímulos en la ACe (Nishijo et al. 2000, Nishijo et al. 

1998), y en la ABL (Fontanini et al. 2009). Además se ha encontrado expresión de 

c-fos principalmente en la ACe tras la exposición a un estímulo gustativo nuevo que 

no se observa cuando se vuelve un sabor familiar (Koh et al. 2003, Yamamoto et 

al. 1997). En terminos de liberación de neurotransmisores, se ha reportado que no 

existen cambios extracelulares de glutamato en la ABL cuando las ratas son 

expuestas a un sabor nuevo (Miranda et al. 2002), lo cual concuerda con los 

resultados presentados en este trabajo. De esta forma la actividad de la amígdala 

que ha sido asociada con la estimulación gustativa (Yamamoto et al. 1997) puede 

deberse a la actividad noradrenérgica que se observa cuando se presenta la 

solución de sacarina. Respecto a ésto, se ha reportado un incremento en la 

actividad neuronal del LC y liberación de NE en la amígdala relacionada con la 

exposición a estímulos nuevos, como la exploración de un ambiente desconocido 

(Scullion et al. 2009) y estímulos gustativos (Cole et al. 1988). Dado que la 
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principal proyección noradrenérgica hacia la amígdala proviene del LC, es probable 

que el incremento de NE observado durante nuestro monitoreo pueda ser un reflejo 

de la actividad del LC. Apoyando la idea de que la liberación de NE se relaciona con 

la novedad de los estímulos, se ha demostrado que la inyección intra-amigdalar de 

NE antes de la exposición a diferentes sabores, incrementa la preferencia por 

sabores familiares sobre los nuevos (Borsini & Rolls 1984). Por el contrario, el 

bloqueo de los receptores β-adrenérgicos en la ABL reduce la neofobia (miedo a lo 

s estímulos nuevos) en ratas privadas de alimento, haciéndolas más propensas a 

elegir alimentos nuevos sobre el alimento que recibían regularmente (Roozendaal & 

Cools 1994).  

 

 Señales relacionadas con el estímulo visceral 

 

Los resultados de liberación muestran una respuesta glutamatérgica 

específica a la inducción del malestar gástrico dado que en las ratas a las cuales se 

les inyectó una solución equimolar de NaCl (0.4 M), que conductualmente no 

produce CAS como el LiCl a la misma concentración, no se observó una variación 

significativa en la liberación de glutamato. En un estudio previo se empleó una 

solución isotónica de NaCl (Miranda et al. 2002) y la condición de NaCl 0.4 M no se 

había explorado antes para evaluar la respuesta glutamatérgica en CI y amígdala, 

de manera que con este grupo control pudimos discernir claramente la respuesta 

provocada por una sustancia que produce náuseas y dolor gástrico de una que no 

lo hace y que esta respuesta está relacionada con la intensidad del malestar 

gástrico. Además, parece ser que en ambas estructuras  la señal grlutamatérgica  

relacionada con el EI actúa a través de los NMDAr. 

 

Según los resultados de liberación de norepinefrina con el estímulo visceral, 

la cantidad del neurotransmisor incrementó alrededor al  realizar la inyección de 

LiCl 0.4 M, pero también aumentó prácticamente en la misma medida cuando se le 

inyectó la solución de NaCl equimolar (0.4 M),  lo cual reveló que la señal 

noradrenérgica en dada por el malestar gástrico no es específica del estímulo 

incondicionado como en el caso del glutamato y dirige nuestra atención hacia las 

características que comparte la aplicación de las inyecciones. Una de ellas es la 

introducción de un volumen de solución hipertónica en la cavidad peritoneal, ya sea 
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de sodio o de litio, que irrita principalmente el peritoneo parietal que es muy 

sensible y recubre las paredes del abdomen, y que está inervado por nervios 

aferentes somáticos y viscerales. La lesión o inflamación local del peritoneo parietal 

origina un espasmo muscular reflejo (Schwartz 1995) que indica una respuesta 

nociceptiva caracterizada en el animal por la presencia de contracciones 

abdominales que consisten en astricción de los músculos laterales asociada a 

movimientos de los miembros posteriores o estiramiento de todo el cuerpo, (Feng 

et al. 2003). El dolor generado que llega a través del nervio vago envía la 

información al NTS que proyecta directamente al LC (Hassert et al. 2004), que 

como se mencionó es un importante núcleo noradrenérgico hacia la CI y la 

amígdala (Pitkanen 2000, Saper 1982). El gran incremento de norepinefrina como 

respuesta a la inyección de ambos tipos de solución probablemente se debe a que 

las neuronas del LC están especialmente activas durante estados de ansiedad, 

incluyendo la exposición a estímulos y ambientes estresantes o dolorosos (Robbins 

1995), de manera que es posible que, siendo la CI una corteza visceral que integra 

este tipo de información, deba recibir una señal noradrenérgica que indique la 

llegada de un dolor relevante como el provocado al peritoneo parietal.   

 

 Existe evidencia que sugiere que en la amígdala, a diferencia de CI, la señal 

noradrenérgica dada por el estímulo visceral tiene relevancia funcional en la 

formación de la memoria, ya que el bloqueo de los receptores β-adrenérgicos en  la 

ABL inmediatamente antes de la inducción del malestar gástrico, afecta la 

formación del CAS (Miranda et al. 2003). 

 

Papel de la actividad post-adquisición en la consol idación de la memoria.  

 

Se piensa que los cambios en la plasticidad sináptica inducen los 

mecanismos de consolidación  (Martin et al. 2000). Estos cambios plásticos 

podrían involucrar actividad neuronal “off-line”1 que permita el mantenimiento de la 

información hasta que se establezca el trazo de memoria. Algunos ejemplos 

incluyen olas de síntesis de proteínas asociadas con el aprendizaje previo 

(Bekinschtein et al. 2007, Montag-Sallaz & Montag 2003, Ramirez-Amaya et al. 

2005),  y evidencia electrofisiológica que muestra  la reactivación post-adquisición 

                                                 
1
 Respuestas neuronales en ausencia de estimulación sensorial. 
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de los patrones de actividad vistos durante el entrenamiento (Eschenko et al. 

2008, Gerrard et al. 2001, Lansink et al. 2008, Pennartz et al. 2004, Ribeiro et al. 

2007). Cuando monitoreamos la liberación de neurotransmisores por alrededor de 

una hora después de la adquisición, encontramos un incremento de glutamato y 

dopamina alrededor de 44-48 min tras la asociación de los estímulos en la CI y de 

glutamato y norepinefrina en la amígdala alrededor de 40 min después de la 

asociación.  Estos incrementos fueron específicos para el grupo que adquirió el 

CAS, ya que no se observa en ninguno de los grupos control que no desarrollaron 

aversión al sabor y aparentemente no se relaciona con respuestas tardías por el 

consumo de sacarina o la inyección de LiCl. Estos resultados van de acuerdo con la 

noción de que tiempo después de que ha terminado la estimulación sensorial, se 

presenta una reactivación neuronal en las estructuras  que participaron en la 

adquisición como mecanismo de almacenamiento o estabilización de la memoria 

(Lansink et al. 2008, Moser et al. 2005). 

 

Actividad postadquisición en CI: Sinergia D1-NMDA. 

 

En el presente trabajo encontramos que las señales de liberación post-

adquisición en la CI parecen estar involucradas en la consolidación de la memoria 

del CAS; y que dichas señales actúan a través de los NMDAr, probablemente 

potenciados por la actividad de los receptores D1 a través de PKA. Existen 

evidencias que indican que los receptores D1 pueden modificar la fuerza de la 

transmisión sináptica incrementando la excitabilidad de las neuronas (Cepeda et al. 

1998, Hallett et al. 2006, Jay 2003, Tseng & O'Donnell 2003, Tseng & O'Donnell 

2004, Wang & O'Donnell 2001). Los receptores D1 potencian la conductancia de 

los NMDA a través de la fosforilación de la subunidad NR1 por acción de PKA 

(Tingley et al. 1997). Se ha reportado también que la respuesta neuronal mediada 

por NMDA es potenciada por un agonista de los D1, el SKF38393, provocando un 

incremento en  el número y frecuencia de los disparos  neuronales comparado con 

la aplicación de NMDA solo (Tseng & O'Donnell 2003). En contraste, la aplicación 

del agonista de los receptores D2, quinpirol, disminuye la frecuencia de los 

disparos (Gurden et al. 2000, Tseng & O'Donnell 2004). Se ha demostrado que otro 

mecanismo a través del cual la activación de los receptores D1 potencia la función 

de los NMDA es promoviendo su inserción en la superficie membranal (Hallett et al. 
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2006) induciendo formas de plasticidad sináptica como la PLP a través de la vía 

AMPc/PKA/CREB (Jay 2003). De esta forma, la actividad de los receptores D1 en la 

etapa post-adquisición podría modular la actividad glutamatérgica concomitante a 

través de su efecto sobre los NMDAr, incrementando la excitabilidad neuronal y en 

consecuencia proveyendo la plasticidad adecuada para mantener la reactivación 

neuronal en la CI para la formación de la MLP. 

 

Se ha sugerido que la consolidación depende de la interacción de varias 

estructuras cerebrales en la estabilización de un trazo de memoria. En el caso del 

CAS, la interacción funcional de la amígdala y la CI ha favorecido la retención de 

esta tarea, haciendo su extinción más lenta (Escobar & Bermudez-Rattoni 2000). 

Nosotros planteamos que entre los mecanismos que intervienen en la 

consolidación del CAS está la reactivación neuroquímica de estas dos estructuras 

en etapas post-adquisición.  De acuerdo a nuestros resultados la actividad post-

adquisición en la amígdala es necesaria para la consolidación del CAS y para la 

reactivación en la CI dado que la inactivación temporal de la amígdala evitó que 

incrementara el glutamato y la dopamina en la CI.  

 

¿Cómo se produce la reactivación off-line en amígdala y CI?  

 

Se sabe que las  tareas cuyo aprendizaje tiene contenido emocional, como 

el CAS, involucran la actividad de la amígdala modulando la fuerza de la memoria y 

la consolidación de la misma (McGaugh 2004), no solo durante el periodo de 

adquisición mientras se procesan los estímulos ambientales, sino también a través     

de oscilaciones post-adquisición que promueven la plasticidad sináptica  en 

estructuras que interactúan con la amígdala, como en este caso, la CI  (Pare et al. 

2002). En el monitoreo post-adquisición de la actividad espontánea de neuronas en 

la amígdala se observa un incremento gradual después del entrenamiento de un 

condicionamiento aversivo (tono pareado con choque en las patas) teniendo un 

máximo entre los 30 y 50 min post-choque (Pelletier et al. 2005). Además registros 

neuronales en animales en libre movimiento han revelado que durante 

experiencias con contenido emocional o de relevancia particular, la tasa de 

disparos de las células de la ABL incrementa y se sincronizan a través de una 

modulación a la frecuencia theta (4-7 Hz) (Pelletier & Pare 2004). Dado que la 
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actividad theta domina durante la etapa de aprendizaje (Pare & Collins 2000, 

Seidenbecher et al. 2003) la consecuencia principal de las oscilaciones es provocar 

ventanas temporales recurrentes que faciliten las interacciones sinápticas entre las 

estructuras en sincronía. De esta forma los disparos  neuronales en la frecuencia 

theta favorecerían la despolarización de estructuras a las cuales envía 

proyecciones generando la reactivación neuroquímica y promoviendo la plasticidad 

sináptica.  

 

Actividad post-adquisición en amígdala: Papel de los receptores NMDA y β-

adrenérgicos. 

 

 De acuerdo con nuestros resultados, la reactivación de la amígdala 

involucra a los sistemas noradrenérgico y glutamatérgico que participan en el 

proceso de consolidación. Por una parte, existen reportes de una mejoría en el 

desempeño de la prevención pasiva producida por la administración post-

adquisición de agonistas o agonistas parciales de los NMDAr en esta estructura  

(Jafari-Sabet 2006), mientras que  el bloqueo de los NMDAr causa un déficit en la 

retención de esta tarea (Liang et al. 1994). La actividad de los NMDAr induce la 

expresión de IEGs y síntesis de proteínas de novo (Rao & Finkbeiner 2007, Bradley 

et al. 2006), lo cual influye en la plasticidad sináptica y la MLP. Una vez que el 

receptor es activado por la coincidencia de la liberación presináptica y la 

despolarización post-sináptica que elimina el bloqueo del canal por Mg2+, hay una 

entrada masiva de Ca2+ que activa a la proteína Ca2+/calmodulina, la cual 

incrementa el AMPc activando la vía AMPC/PKA/CREB (Eliot et al. 1989), además 

activa a la proteína cinasa II dependiente de Ca2+/calmodulina (CaMKII), la cual 

fosforila y activa varios factores de transcripción dependientes de actividad, 

incluyendo CREB (Greer & Greenberg 2008).  

 

CREB junto con su coactivador proteína de unión a CREB (CBP) regulan la 

expresión de una variedad de genes relacionados con la plasticidad que poseen 

elementos de respuesta CRE en su región promotora (Hagiwara et al. 1996); entre 

estos genes se encuentran IEGs, que actúan como factores de transcripción 

regulando la expresión de genes efectores. Finalmente, los productos de dichos 

genes efectores componen los elementos estructurales necesarios para el 
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crecimiento y/o estabilización de las sinapsis que sustentan la formación de la 

memoria (Bailey et al. 1996, Benito & Barco 2010). 

 

Los efectos de la NE en la amígdala se han descrito ampliamente; infusiones 

post-adquisición de NE o clenbuterol (agonista de receptores  β-adrenérgicos)  

mejoran la consolidación de la prevención pasiva y condicionamiento al miedo 

dependiente de contexto (Ferry & McGaugh 1999, Introini-Collison et al. 1996, 

Introini-Collison et al. 1991, Izquierdo et al. 1992, LaLumiere et al. 2003, Lalumiere 

& McGaugh 2005), así como la consolidación de un aprendizaje espacial (laberinto 

acuático de Morris) (Hatfield & McGaugh 1999) y la consolidación de la memoria de 

reconocimiento de objetos (Roozendaal et al. 2008). En contraste, las infusiones 

post-adquisición de propranolol  afectan la memoria a largo plazo de una variedad 

de tareas (Liang et al. 1986, Roozendaal et al. 2008). Se ha propuesto que los 

efectos de la NE sobre la consolidación de la memoria involucran la estimulación 

de la vía AMPc/PKA/CREB (Ferry et al. 1999), ya que los receptores β-adrenérgicos 

incrementan AMPc, activando PKA. Como hemos visto, esta vía está relacionada 

con el proceso de consolidación a través de la fosforilación de algunas proteínas 

blanco (Bernabeu et al. 1997a, Quevedo et al. 2004, Schafe et al. 1999, Shobe 

2002, Wang et al. 2006) entre estas proteínas se encuentra CREB, que está 

involucrado en la expresión de genes y síntesis de proteínas (Bozon et al. 2003, 

Josselyn et al. 2004, Silva et al. 1998).  

 

Toda esta información sugiere que durante el periodo post-adquisición los 

NMDAr y β-adrenérgicos actúan en paralelo para la formación de la MLP Sin 

embargo, también se ha reportado que los receptores β-adrenérgicos facilitan la 

transmisión sináptica excitatoria en células piramidales de la amígdala, de tal 

forma que podría darse una actividad sinérgica. Por ejemplo, la administración de 

de un agonista β-adrenérgico, como el isoproterenol, incrementa las corrientes 

postsinápticas excitatorias (EPSC) mediadas por NMDA; este incremento fue 

bloqueado con la aplicación de Rp-CAMPS, que inhibe PKA (Gean et al. 1992, 

Huang & Gean 1995, Huang et al. 1998, Huang et al. 1993). De esta forma, las 

señales noradrenérgica y glutamatérgicas concomitantes en la amígdala estarían 

actuando a través de los receptores NMDA y β-adrenérgicos promoviendo, por vías 
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separadas o sinérgicas,  el flujo de eventos bioquímicos que están involucrados en 

el proceso de consolidación. 

 

Interesantemente, la doble inyección de NMDA emulando la actividad 

glutamatérgica de EI y la reactivación de glutamato off-line, fueron suficientes para 

inducir una aversión significativa en ausencia de malestar gástrico. Respecto a 

ésto, se he reportado que el glutamato /NMDA produce señales aversivas, por 

ejemplo, se ha demostrado que la administración de glutamato en la ABL produce 

una señal de aversión al sabor cuando se administra junto con una concentración 

baja de LiCl (0.075M) provocando un CAS débil (Miranda et al. 2002), y la inyección 

de ácido homocistéico (agonista NMDA) en la corteza cingulada anterior durante el 

condicionamiento al miedo, genera una conducta de evitación en ausencia de 

estímulos nocivos (Johansen & Fields 2004). Ésto indica que  la actividad NMDA 

participa en parte de la integración de las señales que formaran  el trazo de 

memoria de aversión por medio de cambios en la plasticidad sináptica.  

 

Tal plasticidad puede necesitar de la reactivación de vías de señalización 

particulares que sustenten los niveles de proteína requeridos para la persistencia 

de la memoria (Wang et al. 2006).  Ésto se ve apoyado por experimentos que 

muestran que la ausencia temporal de NMDAr corticales después de la adquisición  

del condicionamiento al miedo y del CAS provoca deficiencia en la consolidación de 

la memoria (Cui et al. 2005, Shimizu et al. 2000). El mismo grupo de estudio 

empleó un knock out región específico inducible para evaluar el papel de la 

proteina-cinasa dependiente de Ca 2+/calmodulina II (CaMKII) en las etapas post-

adquisición; sus resultados revelan que durante la primera semana posterior al 

aprendizaje, la reactivación de CAMKII es esencial para la consolidación de la 

memoria (Wang et al. 2003).     También se    ha observado que el entrenamiento de 

animales en prevención pasiva induce la expresión de BDNF (factor neurotrófico 

derivado de cerebro) en el hipocampo 12 horas después del entrenamiento 

(Bekinschtein et al. 2007) y que el aprendizaje gustativo induce dos olas de 

actividad de mTor en la corteza gustativa a los 15 y 180 min después de la 

presentación del sabor (Belelovsky et al. 2009). Estos datos indican que entre los 

mecanismos “off-line” involucrados en la persistencia del trazo de memoria se 
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encuentra la reactivación de eventos moleculares como la síntesis de varias 

proteínas implicadas en la plasticidad sináptica.  

 

Una gran cantidad de evidencia indica que estos procesos podrían llevarse a 

cabo durante el sueño, que ha sido identificado como un estado que optimza la 

consolidación de memorias declarativas y no declarativas (Ellenbogen et al. 2006, 

Robertson et al. 2004, Smith 2001). Particularmente, la etapa de sueño de ondas 

lentas (SWS) ha sido implicada en la consolidación dependiente de sueño 

(Stickgold 2005, Walker & Stickgold 2006). Existen reportes de un incremento 

significativo de la liberación de NE en la región prelímbica de la corteza prefrontal 

de la rata alrededor de 2 horas después de la adquisición de una tarea de 

discriminación de olor   que ha sido relacionado con un incremento en la actividad 

del LC durante el SWS (Eschenko & Sara 2008). Sin embargo, la información no 

tendría necesariamente que esperar a las etapas de sueño para llevar a cabo los 

procesos que la mantengan y consoliden; de esta manera, la actividad off-line sería 

una forma de fortalecer el trazo de memoria cuyo establecimiento a largo plazo se 

ve favorecido por los procesos de consolidación relacionados al sueño.  

 

 

¿Puede un sabor volverse aversivo en ausencia de malestar gástrico? 

 

Durante la adquisición de los condicionamientos de aversión, el trazo del EC 

se integra con las señales generadas por un estímulo nocivo (EI).  Existen algunos 

trabajos que indican que en ausencia de dicho estímulo nocivo, se puede obtener 

una respuesta de aversión mediante la activación de los receptores β; Deyama y 

colaboradores  reportaron que la administración de isoproterenol en el núcleo 

cama de la stria terminalis  durante la exploración de un área que antes era 

preferida por el animal, generó aversión a ese lugar (Deyama et al. 2008). Además 

por medio de imagen de resonancia magnética funcional (fMRI) se escaneo la 

respuesta amigdalar de voluntarios sanos durante el paradigma de reconocimiento 

de emociones faciales en un grupo al cual se le administró placebo y otro que 

recibió un inhibidor selectivo de la recaptura de NE (reboxetina). Los resultados 

muestran que la reboxetina inducía un incremento en la respuesta amigdalar 

relacionada al miedo, que no se observó en el grupo placebo. También se ha 
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reportado que la activación de los NMDAr en la corteza cingulada anterior cuando 

un animal está en un contexto específico, genera aversión al lugar en una magnitud 

ligeramente menor a la aversión producida por una inyección de formalina en la 

pata para provocar dolor, empleada para realizar este condicionamiento (Johansen 

& Fields 2004). En el caso particular del CAS, se ha logrado facilitar la aversión al 

sabor mediante la administración intra-amigdalar de glutamato junto con la 

inyección i.p. de LiCl en una dosis baja que no genera CAS por sí mismo (Tucci et al. 

1998).  

 

Nuestros resultados indican que el posible generar aversión al sabor en 

ausencia de LiCl, ya que la actividad de los NMDAr no solo es necesaria en el 

momento de la llegada del EI, sino también en la etapa postadquisición, de manera 

que al activar estos receptores en dos etapas críticas donde son necesarias las 

señales noradrenérgicas y glutamatérgicas, es posible conseguir un efecto aversivo 

en animales que no experimentaron malestar gástrico. 
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XXXXXXXX........        CCCCCCCCOOOOOOOONNNNNNNNCCCCCCCCLLLLLLLLUUUUUUUUSSSSSSSSIIIIIIIIOOOOOOOONNNNNNNNEEEEEEEESSSSSSSS        

La formación de la memoria de experiencias aversivas involucra 

mecanismos que permiten su  persistencia y su almacenamiento de forma eficiente 

para contribuir a la supervivencia de los organismos. Los resultados presentados 

en esta tesis nos permiten aportar elementos para integrar un modelo que describa 

dichos mecanismos.  

 

Este modelo incluye la descripción de cambios en la neurotransmisión de  

dos estructuras importantes para la formación del CAS, la corteza insular y la 

amígdala.  La liberación de dopamina en la CI por la exposición a un estímulo 

gustativo nuevo actúa a través de los receptores D1 activando la vía AMPc/PKA que 

participa en la consolidación de la memoria, mientras que  amplia evidencia indica 

que el sistema colinérgico subyace la MCP a través de los receptores muscarínicos 

(Bermudez-Rattoni 2004, Tseng & O'Donnell 2003). Parte de la contribución de la 

actividad de PKA en la consolidación del CAS involucra la fosforilación de la 

subunidad NR1, lo cual se ha reportado que incrementa la conductancia de los 

NMDAr (Tseng & O'Donnell 2003) potenciando el desencadenamiento de señales 

intracelulares que favorecen cambios plásticos en la neurona.   

 

Una vez que la relevancia del estímulo gustativo nuevo y potencialmente 

nocivo genera la señal dopaminérgica y  se integra con la posterior señal 

glutamatérgica generada por el  malestar gástrico, proponemos que, para la 

estabilización a largo plazo de esta información, es necesaria la reactivación de la 

CI a través de incrementos extracelulares concomitantes  de dopamina y glutamato 

que de nuevo desencadenan en esta estructura mecanismos moleculares que 

subyacen la permanencia del trazo hasta que éste se estabiliza o almacena.  

 

La reactivación cortical es dependiente de la actividad de la amígdala, que a 

su vez muestra actividad glutamatérgicas y noradrenérgicas en la misma 

temporalidad que la CI, sugiriendo así que en esta estructura se están llevando a 

cabo mecanismos similares que promuevan los cambios plásticos en la neurona 

mediante los receptores NMDA y los β-adrenérgicos. Podemos suponer que dicha 

reactivación se produce cíclicamente como se ha reportado que sucede con otras 
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reactivaciones moleculares asociadas al aprendizaje previo (Bekinschtein et al. 

2008, Ramirez-Amaya et al. 2005, Rasch & Born 2007), y que con cada ronda de 

activación, el trazo de memoria se fortalece, lo cual favorece su persistencia en el 

tiempo, sin embargo se necesitarán más estudios para comprobar esto. 

 

Por último, mostramos la relevancia funcional de las señales 

noradrenérgicas y glutamatérgicas para la consolidación del CAS, ya que logramos 

generar una significativa aversión a un sabor nuevo en ausencia de malestar 

gástrico mediante la estimulación exógena de los receptores NMDA y β-

adrenérgicos en sustitución de los incrementos extracelulares que reveló el 

monitoreo de microdiálisis. 

 

Estos datos nos acercan a una descripción cada vez más precisa de los 

eventos moleculares que subyacen la formación de una memoria tan persistente y 

relevante  como la aversión al sabor, abriendo así el panorama a la inclusión de  

mecanismos que han sido escasamente considerados, como la reactivación 

neuroquímica, en el panorama de procesos que incluye la consolidación de la 

memoria.  

 

Fig. 20  Página siguiente. Integración de los eventos moleculares en la CI y Integración de los eventos moleculares en la CI y Integración de los eventos moleculares en la CI y Integración de los eventos moleculares en la CI y 
amígdala durantamígdala durantamígdala durantamígdala durante la adquisición y la reactivación de la memoria del CAS.e la adquisición y la reactivación de la memoria del CAS.e la adquisición y la reactivación de la memoria del CAS.e la adquisición y la reactivación de la memoria del CAS. (1) La exposición 
a un sabor nuevo incrementa la liberación de dopamina (DA) y acetilcolina en la CI. (2) La 
acetilcolina actúa a través de los receptores muscarínicos, activando la proteína cinasa C 
(PKC) induciendo la fosforilación del receptor NMDA, contribuyendo a la integración de la 
memoria a corto plazo. La DA activa los receptores D1, activando a su vez PKA cuyas 
proteínas blanco incluyen el receptor NMDA y CREB. (3) La fosforilación de CREB regula la 
expresión de una variedad de genes relacionados con la plasticidad sináptica que 
contribuye a la formación de la memoria a largo plazo, por lo que la activación de la vía 
AMPc/PKA/CREB por la activación de los receptores D1 participa en la consolidación del 
CAS. (4) El estímulo visceral induce la liberación de glutamato en la CI, actuando a través 
de los receptores NMDA, cuya fosforilación por PKA y PKC incrementa la conductancia del 
canal, mejorando la respuesta postsináptica (5), la cual incluye la activación de CaMKII, 
favoreciendo a su vez la fosforilación de CREB. En la amígdala, el estímulo visceral induce 
la liberación de glutamato, activando los receptores NMDA y la liberación de norepinefrina 
(NE), activando los receptores β-adrenérgicos, lo cual también activa la vía 
AMPc/PKA/CREB, favoreciendo la consolidación del CAS.  

En el caso de la reactivación off-line, la amígdala es activada post-adquisición 
mediante señales de NE y glutamato que activan los receptores NMDA y β-adrenérgicos, 
favoreciendo la síntesis de proteínas. Esta estructura participa en la reactivación de la CI, 
donde las señales de DA y glutamato se integran a través de la interacción de los 
receptores D1 y NMDA por medio de PKA. Es posible que esta actividad sea recurrente y se 
retroalimente de proyecciones recíprocas entre la amígdala y la CI con el fin de estabilizar 
el trazo de memoria a largo plazo. 
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Off-line concomitant release of dopamine and glutamate 
involvement in taste memory consolidation 
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induction by i.f'. Liel inj~'ction, indu~-es reli¡¡ble glutamalc 
(GLU) rncrcmenlS within lhe le (Mimnda etal. 2002). 
Mor~"ver, lhe le partieilxll~ in lhe CfA con>olidalion 
f'rocc" (Roscnblum et al. 1993; Dc la eruz et "l. 2008) 

which dcpcnUs of lhe NMDA r1..'Ccf'lon; (NMDAr) aClivity 
(Ro ..... 'T1blum et al. 1997: Gulicrrez et "l. 1999: Mimnda el ,,1, 

2002). In f'articular, NMDAr blockadc before ot JO, 60 and 
120 min afi~'T eTA lmining imf'ain; Iong-. bUl nOl shott-lerro 
memory (Gulit'Trcz e' ,,1. 1999). llwse rt'Sull, suggesl lhal 
f'rolong~'<Í glutamaldNMDA aClivily may tah' f'laee 10 
a('hiew lhc con>olidalion f'rocl"'~. SUf'porling lhis hypolh
",,>is, Cui Ó't ,,1. (2005) re[lOrted aeTA long-term im[XlirnlCnl 
in lcmporary induc~'<Í fo",brain NMDAr knock-oul miee. 
whieh ,how~'íI ab'iCnce of NRI subunil for hours and cven 
days afk'T leaming. Thesc aulhor> pwpo>C<J lhal glulamalcl 
NMDAr n'aeli\'alion. <x'Cuning afier acquisilion are impor
tanl for Iong-k'TTTl m,:mory stomge. 

Such po,l-Il'aming "'acti\'alion may in\'ol\'e olher nCuro
lran,milk'T syslerns acting as mooulalol'l< that facilitalc 
glulamall'Tgie inf'ulS Il'ading lo e",Jming chang~'S in lhe 
memory lmee. Sev<.'Tal lines of evidente indieale lhal lhe 
dopaminergk s ~"li.'m rnodulak'S ,ynaf'lie f'laslkily (SehullZ 
2002: Jay 2003; Ungless 2(04). Howe\'er. lillk is known 
aboul lhe role of lhe dopami nergic. $)'sl<'m in lhe a<;sociali \'e 

es and US f'rocess for CfA fonnalion . h has lx'Cn re[lOrted 
lhal dopamin'· (DA) dcplction by lh<.' admini,lralion of 6-
h)'dro~ydo[Xlmine in lhc le Of lhe bk>ckade of D I l)'p<' 
1\."-"-1'10"; before lhe =ndilioning impain; lhis ta,k ( FCTnan
dez-Ruiz el "l. 1993; Bcrrnan Ó" ,,1. 2000). Allhough lhl'SC 
l\.'Suh, indieal<' lhal dopamincrgk activily is ncces>\ary in lhe 
le for llll>1flOry formal ion. il ",mains lo be delmninúl if DA 
is involved in acquisilion andlor con,olidation ofeTA. l'ost
aequi,;lion roll' oflhe dopaminl>rgic system in lhe regulalion 
of memory consolidalion has also 1x'CT1 Mudied. Thus. il ha. 
lx'Cn shown lhal sy,tcmic amf'hctamine adminislr.Jlion, 
which inerca>c. DA rcll'a>c. ~'T1hanced reK"Tllion of olh~'T 
a\'el'l<i\'e condilioning training .~uch as inhibilory a\'oidanec 
(Martinez el al. 1980). MOrco,'CT. DA infusions inlo lhe 
b".'iolak'rdl lmygdala imm~'<Íialdy afl,'T training enhaneed 
1\.1emion of lhe san~ task (Lalumicre Ó't ,,1. 20(4). Bolh 

glulamale'l;:ie and dopamin~'Tg;';' ,,)',t<,1llS are n'laled 10 

~"(}nsolidalion of sneral leaming lasks and lheir role may 
not be l\.'Stricted lo ,timulus signaling during a<xjui,ilion 
Slages, sinee lheir octivily in po,l-aequi,;lion [lt'Tiods SC<'ms 
10 be involwd in long-lerro slomge. 

AII lh~'SC R..-sulls suggól lhal [X,~t-aCtJue~ilion neur"Ulmns
milll'T r1.'lease "ilhin lhe le during off-line pcriod, ( Le. 
abl<.'T1ee of >cnsory inpul) i, rL'quin.'<Í 10 ~'On<;olidale memory. 
Thercforc. lhe aim of lhe f'rcM:nl 'ludy was 10 ,·\'aluate. by 
u,ing in "¡"o mi,'TOdialy,i, and eapillary di .. 'Clrophol\.'Si" lhe 
simullmK'OUS GLU and DA rdea>c in lhe le during lhe 
a.s.soeÍ:llive CS-US forward f'",scntalion and for an addilional 
hour lo determine post-lri~1 neurolmn!ffilillCT exlracdlular 
chang~'S. We found off-linc chang~'S in lh~-;;c neurolmnsmil-
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lCN release, whieh w~'TC imfXliroo by ",vCNible bl(>ckade of 
the amygdala. a ,tructu"-' lhal mooulales le aclivily and is 
involved in eTA melTl<)ry fonnalion . Furlhmnorc. we 
e\'alualed !he funetional role of the =rtieal neurochemical 
off-liue changcs by [lCrfotmiug bilalL'rJ.1 posl-Iríal inj~'C

lions of eilher a NMDA anlagonist. 2-.1.mino-S-f'hosphono
vak'Tie acid (AI'V) or a D I anlagonisl. R(+}-7- ehloro-g
h yd IQ x y -3 -",ct hy 1-1 -f'h~'T1 Y 1-2. 3.4.s -Ictr ah yd.-o-I H -3 -bcn,..aze 
f'ine hydro<.'hloride (SeH23390). and lh,' combinalion of 
bolh inlo !he' le 30 min aner lhe' es-us prcscntalion. Tite 
r('Sull, 'llgge,l lha! lhe off .. line coneomitanl ,,-,leasc of DA 

and GLU ",ilhin lhe le eS I\.,<!uircd lo ac~'Omf'lish eTA 
Illemory oon>olidalion and lhal .ueh f'Osl-.1.equi,ilion activily 
is dependcrtl On amygdala functional inlegrily. 

Experimental procedures 

Animal. 
Adull "" le \Vi'1ar ml'- wcighing 260-280 g al ,he lime of ' UI}!;<ry. 

were u\OO alld handloo areording 'o d,e TIlO ln,til u,e of Cell ~lar 
I'hysiology Animal Wdfare A<\Uran,cc. appro,·oo by NIH. Ral.< were 
kOl.t'oo indi\' idu.ally alld mai",ained O" a 1 2 h light!11 k dark cyde 
""itl, waler alld fOO<! ud libitum "x,,'-1" "llOn ,\Oled o", lb" ~ha,ioral 
proccdures . Tr,ining was rondoclcd dUMg 1110 lighl [lOIlion of Ihe 
cyde. 

Guid. cannul ... implantat ion 
UnilaJeral g"idc cann .. la (C\IA Microdialysis, S,ockholm. Swrom) 
aiming 10 Ihe lefl il\S ~lar oone., wa, implamed ~,i1lg ''',lIÍard 
,I.,..rota'" p""",durcs wilh roonlinalcs fron, Elregma accQfding lo 
I'a.,ioo< alld WalS01l (1998) [AJ\ IClUfJO'I.riQf (Al') -+- 1.2 mm; ~!edio· 
la",ra l (L') - 5 J\un: [)Qf""l\""mral ( IN) - 4.5 mm fl. FOl" ,110 drug' 
adminislt3li"", •. <perimrlllS. bilateral 2J-gauge slainl"" "",,1 ca",,· 
~lac were implanloo aiming bod, le (Al' -+- 1.2 1\111): L ± 5.5 mm: 
[)V - 3 "un). 

Microdi.ly<;'; p~nu", fo, es - US ... ociativ~ p""mtation 
Fi,·c da)', aft.,.. ...... 1)<.1)'. an imals ,,'ere <kpri"cd of waler fQf 24 h 
a".eI placed in Ihe ",icrodialysi, eh"m""" fQf 3 h fQf 5 <!ay< lo let 
,hel1\ habilU,3.1e lo lhe ",,,,iron,,,,,,,, ""d conslam manipulalÍ<l1l aud 
were allowed lo drinl lO mL of lap ",a,er from a gradtd boHle 
nuring 15 min. During microd ialysis . a dialy,i, probo "ilh a 3 111m 
mcmboranc (C\IA 12 MO !'robe. CMA Microdialysis) was 
rOlU,.ctoo lo 11,. micro infusíon pump ')'''.m (CMA Microdial. 
ysis). wkicll infu,ed arlificial ccrrl>rospinal nuid (NaO 125 nI),.l. 

Ka 5 mM. Nall~I'O.Il,O 125 m),.l. MgSO.7II:0 L5 m),.l. 

NallCO, 26 mM. CaC1, 2.5 mM. glurose 10 mM) al a rale of 
J IlUmi n. Thc lcng,h of d\e OI.Llnow COIu\CCl.iOl' 'ub ing ",as 
moasured 'o cakulmc Ihe 'dcM ,·olull ... · (inJlcr \'olume of lhe 
lubing" le ngll, of lIle lubing" infusíoOl rate) ",hich causes a dclay 
bct",,,,,n Ihe hegll\ning of lIle bcl1a" iQfal respome and lhe 
eom"iJ'Onde.\l microdialy,i. fractiOll, Aflcr ÍIIscr1 i01l of 1110 probc. 

1 h of n~1d s\abiliLaliOll was allowed: sample, were rollectcd 
e,'ery 4 min in "ial, romaining 1 IlL of ""tio,ida", mi."urc 
(0.25 m),.! a¡;rorbk add. Na:ElYli\ 0.27 11\),.1. 0.1 M oc<tic ocid) 
a,ld innnedii\ldy frOLcII al - 80'C. Tlltre fracti01l' were rollcmrl 
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a, ba,eli,IO ",m,ple< allcr " 'hid! 'Iimul", c.'po<Ure bcg"" (..,e 
below tilr beha,i otal oo,Idilion,). 

TIIe (oUowing g\OL\p< of animal< ,,-ere ,~b",iuoo '0 micmdialy<i, 
rOl" aoo...ll h. during <tin, ~li cxpos"", acoording lo ,110 corr-espOll¡j. 

ing group a,1d 0'10 c.ma hour: TIlO condilio,1Cd group (SAC·UCI 
n - lO). "hieh ,,'as c'po<oo Uuril1g 15 min 'o 10 n\L of a 0.1 % ("v 
"(1) ,OOiu.m ",echann ,01"lion (SAC) ""d Iht'l\ foUo"",u by Lp. LiCl 
injection. (0.4 M. 75 mU\:g) aflcr 15 mino Non.eondiionoo g\\}\lp 

(SAC·NaO. n - 7). r.m ","c C"pos:cu 'o !he ""me ,aocharin 
,ol ution. bu' aflerward, ,IIOy recci,·oo Lp. NaCl injeetion (OA M, 
7.5 n\U\:g) ~\11' would 'lO' ca",e ga,,,;c m."la"'-' a,1d IlIcrefore no 

la"" aw"iol\ "ould <k ... ·elor. AJlolllO' "onuol gnl Up of ""imal, 

were c..poscd 'o lap "alrr in<teoo of """"harin and rec";,·oo 1110 LiCl 
injcc~oo (II¡O-UCL n - $) aod milO' group of animal< re",i"ed 

NaO ep. injectioll after ,,'ale, OOll5wnp1ion (1l,D.NaCl n - 6 ~ 

Fi,,,,Uy ,he Mc~wani cOllditim,ing group (LiO.SAC. ,, - 7) d,a, 

wa, C'fJO'OO lo a LiO injection (0.4 M. 75 nLfl:g) an.d IS min 

la".,. " ' 1h '¡IO pre..,,,,alio,, of ,aocharin ""Iulio". bcing an indfeclr.·C 
ITaining for CTA ,,,,,,oo<y tilnl\1llion (Ibr~cr .. ld Smilh 1974). lh"" 
days aflcr ltaining. an ..... ion menlOfy "a, e"ahaloo by re""fJO'ure 

of Ihe animal¡ lo ,110 <:>ccharin ""loJlion a,ld ","",uring COll5wnp1ion. 

A\\aIy<Í< of glutamate and 6opami"" in mi<:r<><ialy<at •• ampl .. 
Tllese n""rotrall5l1\in.... 1""eI. "..,..., <kIenni""d by capillary 

elcclrophorcsi,. lbi, nlOlhodologieal appro.ilr.alion aUo"" '" \O 

",,,,Iy.te an\i"oocid, alld caledlOlam;"es sim ulta 'lCOu<ly in 11 .. ",me 
• a"'ple, wil h ,,""" ",,",1oJ~on lhaI, "",,,·,,,,,i,,,,,1 IlI'LC (LaJ'Ide" 

1997~ 'Ihc procroure fOl" micmdialysi, .... rples analysi< "as 
dcri,'aliLation Wilh 6 ~L of 16.67 M 3·{2.furoyl)quinoli'IO.2.car. 

bould<-hyd<- (Mole""l", Pnlbes. EugNIO. OR. USA) in !he prcscnc~ 
o( 2 ~L of KCN 25 m),.\ i1\ lO m),.l boralC buffer (pll 9.2) arod 1 ~L 
of inl.".",,1 .. andar<! (0.075 m).\ O~n,-"hyl.~.,hreoni",,). lhe mi""", 

",as aUo",cd lo ",act in ,110 dar~ al 65'C IOr 15 nI;". Separalion and 

analy<is ..-a.' cond~",cd in a capiUary ele<1J\lfJhore<i< ¡yslrm 
(Ilcc~man.cooll.". PACE/ MUQ. G lycopro1oill Sy,,,,m. Bedn\1ln 

COOI1.".. B", .. CA. USA) ",ilh la,,-,," indUoC:<>:l H_=IOc d<-lC'-"ion. 
ligll! al 48& nm from al, argool ion la,er ..-a, ~,oj lo e. cile 1110 3{ 2· 

furoyl);¡uiooli"".2.carboxald<-h)'dc-bbclcd a""IJlo,,- 1110 ,,,,,,,ration 

of compowld, "a, ba""d "" 3 mi""U", clCCln: ~inctic c hronunog. 

raphy buffer -'Y"'''''' ~"'I illd..dcd 35 mM botalc< .. .ooiwlI de><» 
cyl<ulpl\1lle 25 mM. I J". (.-01/"01) n-..lh.,,"ol IIPLC grade. rlllal pll 
9.6. 1"" ",mple< " '(']"C inje'-"oo hydro-d)'""mb:ly al 05 p<i IOr 5 • 

in a H ¡"" Ld. capilla!)' (Beü""", Colulcr~ Ih" .. ~ .. separation ,,'al 
pcrformed al 2S ~V. AHer cach run 1110 capiUa/)' wa, H",I>ed Wilh 
0.1 M NIlÜH. waler ",Id ,~,,,,ing buff<'f. 1110 glulamale and 

dopami n,e peak, wo'" idomif,oo by malching ,j,e mi¡rmion palle'fn 

",Ih dlOS:C i~ a ""i loo 'alnple ",Id """,,etoo by rclaling 1110 a",a 

w><lcr 11 .. Cuf\'e of 11 .. w,~oo",,, 'aI"ple wih lile arca undcr ~le 

cur,'O of Ihe inlen",1 .",,>dard. Da,a w"'" an.ly:ax! ~,ing Kara, 

Sy"",n Gold (B""~m",, Coohcr, g""'-'fating a calibraliol\ ruT'o'e of 

$;" poi n,-, (."" A¡>pel><li. SI). AU "' .... h.' ,,~'" oon,''-""oo in,o 

perccnl3gc of ""-Ieli"" release (% BL - ",,,,Iy,,, ooncenlta· 
lion x lOO/me"" of ,110 dlree-fu'" ,an'ple<). 

Stati.t ic.1 ana]y.i. 

S131istical a""lysi< of e.""""Uular change, in ,he dialysale< ",a, 

eanioo oul ~,inl\ OllO·way ANOVA wil h Fi<I,,-"," ;><>" /roe les, u,ing 
S,a",i~w 4 (Abocu, COIICeptS. Pi<",,,,,,·ay. N!. USA): , ,,,,,-, 'o 
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Dop.mi~,"umot~ , ... otivati"" in <01\",10111;"" I 3 

cOnlf>'l1"e ooe fmetion aloong grotlp< '" llen irodica,oo. We eomi<kr<xl 

any d'aI,ge of ± 100% from ""-,eli"" relea"" as signilkanl. A 

p < 0.05 "aloJc ..-a, oo'I<idcred <l3Ii<ticaDy signifiean\. 

Tetrodotoxin administration durirog micrDllia]y"¡, mDnitorirog 

Ani,,,,,ls ""re implan",d wi~, a w,ilalcral microdialysi, can nula 

aiming lhe IcH IC (AP + 12 mm: L - 5 n",,: DV - 4.5 mm) and 
bilalC",1 eann~ lae aiming ,he amygdala (AP - 2.& mm. L ± 4.& mm. 

OV - 65). MiCflldialy,i< I1IO"iloong pro:;edure wa, prrlOJllled in 

,110 IC as dcscribcd ab,we foUowing ~'" e,,,,d itiooing procedure o( 
,1", SAC.UClgroup. Immedialcly aflcr 1110 LiO. ICfrodoloxin (T1X. 

JO ngl~L in pllolf)hale b~lfcr solu,io",. Sig"",.Aldrich. SI. Loo;,. 

MO. USA, n - 6) O< ph"",ha,e buffer ... Iine (PBS: n - 5) "'..,..., 
infw;<>.l i1\\o 1110 "mygdab: a lOIaI "olwnc of I ~L per hCf"isrllcre 

"'as <Ioli"ereu al a rol'" of 0.5 ~Umi1\. Aflcr micro infu,;o",s w"'" 
cOlnpl,-"od. !he injcclio n 'leooles were leti placoo in ,he g~idc 

calu,ulae far an additiOl",1 minule lo aUow diff"'¡oll ofll", ""luliOl" 
in,o 11", ti ..... c. LTM ",a, e,·al", .. oo 72 h aflcr 1110 acquisition by 

re·c.'posure 10 lhe .<ame ,acch.arin ""I ul io" .,Id die oon'wnplio" ",as 

,""as "",d. 

Behavioral pro~du", fo, drug' ~aminÍ<trat ion experimmts 

Fi,·c day. aftcr caI, nulae impl"'"a\ion . animal" ,,"'" dopri,'oo o f 
",al ... fo< 24 h and ,he su~q"""l 5 day< 1"'-1' werc aUo",ed 'o drinl:: 
30 mL of lap ",aler during 15 min in ,110 moming alld 4.5 h la,er 

fOl" "'101110' 15 min, lo pelform a STM a,ld LTM lest wl>el1 requiroo. 
l'hi.' proloool IOr 1e<ling STM arod LTM in ,110 ,"',.,. animal, 1", • 

provoo ~"" ,110 .aocharin ]l<c<",\\alion during STM 1"" no 
inlelfcrC1"'e Wilh d,e LTM a"mOlI respool<e (Forreira (~ul. 2002). 
1'1 .. ,·olw,.,. of wal.". ingested was ,,,,,asured and ,he me.., of ,hi, 

i",a ~e ",as comidc",d a, basdi",-". Fo< Cli\. a"'lui,ilion. ra'-' were 

cxposoo ., O.I~. ("v"ol) saocharin ""Iulio" during 15 min a,ld 

I S min lalor ,lIey rtteh'oo a OA M UCI i,p. injocti"" (7.5 mLA:g~ 
STM wal ""al"",oo 4.5 h atler ~IO ""quísition by ""-e.posing ~IO 

""-' lo 1110 -"", .. saccharin ""luliOl' aI><I 11 .. ooruwnpli"" was 

n:gistcrod. LTM was ""al""",d 72 h aft ... acquisition. Dma are pre· 
,,,,"ou as percenlagc of c"'"wnp1iOll during acquisitiOl' [%ACQ 

(=harin ""loJlio" inlal::c x 100lmean of baseli"" wal.". coruwnp

lion[. A""VA "ilh ¡JOS' h« Fi>her 1= ,,-as ".00 lo """lyLc lhe."" data . 
a ,'a loJe of p < 0.05 ,,'as oonsidcroo stali<licaUy significal\\ . 

Drug. admini.t r~tion 

AU drug' W(']"C di,,,,,h'cd in sali",-" ",IUliOl' (0.9% w1l\'ol~ Drug 

admini>1talioo wa, Ill:ldc lrough 30-gauge d","al ",,,,,,!le< ~"'I 

prolf..dcd I.S I1\m from lhe ~p of ~IO guidc ca,u'ul",-". lnjecti"" 

n=lles were COlUlO"'OO "ia poly,-"hyl",IO I~bing in,o Iwo 10 ~L 
lIamiltoo 'yringc<. driv ... by"" aul"'''''lrd miero inf",ion p~mp 
(Camcgie Medid, ... Slod:hobn. S,,·edm). A 10lal ,·olw,.,. of 1 ¡,L 

pcr h",nisrl;c:r(, was dclh'crec! al a rale of 0.5 ¡,Umin. AHcr micro 
infu,ion, ",ere CO\\,pleloo. ,he inj""'i"" ,lCCdle, wc'" IeH placoo in 

~IO g~idc ca,u>"lae fOl" anllddiionalminulc lo aUow diffusion of lhe 

",Iulioru inlo 1110 li~"". 
A nin\:ll< "",re di,idcd inlo f"'e group<. oounler·balal,,:ed acoonl· 

ing 'o II .. i, Mse~, .. ,\leal, cOl"wnplion: COl\\rol l\\\}\lp (n - D) 
recei,·oo sali,,,, ,oluli"" microinjeetiOl": APV (n - 9) rtter.·oo DL· 

2 .... mino-Sllh."'fJhon',..al<ric acid (APV. I O ~gI~L in , ali,IO ,ol~lion: 

Toeri, Bio<ci""ce. MO. USA): Ihis i, all offecti"e dos:c tilr bloe~ing 
NMDAr in !he IC (11m""" i1 ,,1. 2(00). SCII (n - 7) recer.oo 

Jomn .. 1 Co~i]¡"ion e 2010 I",omalional 5o<i<l)' f..- NcurocbcrninyJ N<'IIrocAem. (2010) 10. lIllIj J471-41 W2010.0679lJ< 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 I le. R. Gu"""n·R ....... n v. 

SCIl23390 (2 ~gi~L : S igma.Aldri~h: Runyan alld Dash (1004)). 
AI'V + SCII group rro: i,'oo a mi.lLLre of AI'V "lid SOI23390 al dlC 
abo.'c f"",1 con=\lral ioru (n ~ S)an.d Ihe laSl&rOOp whk h rro:i,'cd a 
cAMP """Iog. Rp-cAMP Iha! inhibí, cAMI' d<"fJ'."l>'l"'\1 pnllci n 

l i"",., (PKA) ""I ivity (0 .06 ~ ~g/jIL. n - 7: Sigma_A Idrich): ~'" dose 
"'00 lOas Iake" from I:a¡uieldo <'1 al. (2002). AII groups recci,'cd d\c 
coltical microinjoction, 30 min aft .... lhe C1A .. aining "lid IOere 
cvalualoo lOr STM alld l Thi. 

Results 

Cnncnmitant off-lin ~ releas~ of dopamine and glutamate 
after training 
We det.>rmined neurolr:UlSmiller.; exlmedlul", Icvds during 
and a/k>r CS-US a.socialion. The basdine eoneenlr.llion for 
DAwa, 2 ± 0.7 fmoU~L in alllhc' min\Xlialyzed group'. As 
it can be !ieeT1 in Fig. la, ,ignificanl inC~ml'TllS of ex!meel

lular DA. abuul 250"10 of NI",line (t - 6.1 22. p < 0.001), 
were rdak'<Í 10 exlx-"'u-e to a neW la,le (0. 1% -"aceharin). 
There Wl"" nOI noticeabk ehlnges On DA rdease ~bk'<Í 10 
visceral slimulalion. bUl Ibe ,'OnlinuolL~ [lOS1-aequi,ilioll 

moniloring 1t'veak'<Í J 240"10 inerea", exdu,iwly in lrained 
animals 40 min a!kr Liel injl'ction~. lhe incn'mt'TllS Wi'Tt-' 
signifieanlly diffctrnl from Ihe SAC.NaCl group which did 
nOI devdop la,IC ave",ion (1 - 3.31 0." < 0.01; see Figs la 
and 2). bul " xpcric'11eed the >a1TlC novd la,te. The,e re!iUIIS 
indicaIC Ibat Ihe sok gu,talory Slimuli did nOI elieil Ibe 
poslcnor off-line rekase. lo rule oullbal Ibe po>l"aequi,ilion 
increnlt'TllOOuld be rdaled 10 Ibe LiCI injcetion, whieh is Ibe 
only diffcl\.'T1ee belWl'CTl SAC-LiCl a",1 SAC· NaCl groups. 
we monilmed lWO mol\' group, Ihal Wl're allowc'<Í 10 urink 
wal~'T ami then received a 0.4 111 LiCI injection or 0.4 111 
NaCl injc'Ction (H10·LiCl and H10 -NaCl: Fig. le). The 
post -acqui,ilion monitoring rcveak'<Í no signifieanl ehangcs 
in DA release o ver time. 

Regarding Ibe glulamalergic rde"se. Ihcr~ were nO signif" 
icanl ehang<..'s in eXlraedlular GLU alk>r pres..'Tllalion of 
S3C('harin (GLU basdinel"Onel'11lrdlion 1.75 ± 0.32 nmoU~L . 

Fig. lb). Th iue,ull i. in aecordanee 10 provious stud i~>s Ibal 
r~'J>Ork>d no GLU ~hange, during cxposure lO nowl gu,l'llory 
stimulu •. As il Can be S~'('n in Fi g. lb. LiCl 004 M inj<.'Ctions 

produeed sign iflcanl intreml'TlI in ex!meelluLar GLU oom
p.11\.'<Í with ils ba",line Ie\'d, (1 - 6.023. " < 0.001 ) anu 10 an 
cquimolar NaCl 0.4 M gmup ( Fig. lb. 43 min fraetion. 
1 - 3.792." < 0.01 ). Thesc r",uh, indieate Iballbein~'R'1TlCnls 
an' spel:ifi" lo ga,1ric malaise induclion and not handling, 
manipulalion of animal> or inlraperitoneal injl'Clions. In Ibe 
po,t-acquisition monitoring. we found Ibal Ibe SAC-LiCI 
groupshowed a 270";' inerease 44 min af"'T LiCI injcction Ibal 
did nOI appear in lb,' SAC-NaCl group (r - 6.524. " < 0.01 ) 

(Fig. lb). Inler<.>stin gly, we uid nOI obs..>rvc any sign iflCanl 
po,t-ae'luisilion rdease ehangcs in GASA or in nOr<.'Pineph
rine (!ice Fi gure SI ) indicaling thal .ueh pheno1TlC11on i, nOI 
generalized for all neurolr.ln'ffilillCTh. The GLU moniloring in 

e .!OI O Thc AU Ih<>", 

Ihr H20-LiCl group show~..t Ibe ,' xrx:etedsignifieanl inerea'\<' 
rdaled IOthe LiCl adminislr.llion (Fig. Id,1 - 4.747,,, < 0.05 
vs . ba",line). Howewr. nO po,l-Ieaming neurochemieal 
reaClivalion oceurred indicaling Ibal sueh phenomenon is 
nOI relaK'<Ílo the malai.o;c inuudion alolle. 

To evalualc if Ibe proscnlalion of bolb 'limuli would 
produce off-line neu1\X'hemical roactivalion. We e"aJualed a 
group Ibal unuerwenl oockward oonuilioning in whieh Ibe 
CS i, pl\.'C~'<Í<.'<Í by Ibe US preo;cnlalion and CTA waS nol 
cslablishc<i. No significan! DA ( Fi g. le. LiCI-SAC) Or GLU 
( Fig. 11) po,t-acquisilion ehang"s fmm basdine levd. Were 
observ~'ll in this group. GLU cxlrdeellular levd, inerea'l<.'<Í 
following Ibe indueti<.m ofmalaise (I - 3.959." < 0.0 1) bul 
no a/l.>r Ihe acquisilion period. Thr lack of DA inerea'\<' 
during """charin e~f>",ure in Ibe baclward oondilioning 
group is nOlCworlhy. Thi. lack of rdease may be lx'Cau", of 
NMDA-m~'<Íia[l>U synaplie dCJ>ression . Accordingly. il has 
lx'Cn 11:porlC'<Í Ibal ,limulus-inuue~'<Í uopamine rdease in Ibe 
prdronlal eor lCX can be redue~'<Í by previou. GLU kwl, 
inere1Tlt'TlI~ anulor activalion ofNMDAr by local (lCrfu,ion of 
Ihe rcc~'Jllor agoniSl NMDA (Dd Aroo & Mora 2001). In 
addilion. NMD A Jgoni>! applicalion JI<;o dl'P"" 's,,'<Í e"oked
dopaminl' re lea ... in t'Ortic{Hlrialal molJj;¡-' brnin sliceJ; 
Ihrough NR2A - bul nOI NR2 B--eonlaining NMDAr. J wdl
known regulaling sy,lc'111 of glulamalCrgie Ir.ln,mis,ion 
(&holanus & Chcrgui 2ooR). AIIbough Ihe sp<:eifie mech
anism> by nlCans of whieh glulamale relea.o;c produces 
dt'Pl'1'S,ion of dopaminl' ~lease remains 10 be demonstraled. 
il i, dear Ibal baekward condilioning uid nOI produce rdiablc 
off-line dopJmine and glulamaIC releao;c. 

As ,hown in Fig.2. Ibe lxmuilionc'<Í SAC-LiCI group 
rrodue~'d significanl la,le aVeThion in eonlra,t 10 Ibe batk
wanl eondilioning (LiCl-SAC). Ihe H20-LiCI. H20-NaCl 
and SAC· NaCI groups lbal faik'll lO dieil erA. A simple 
A~VA analy,is for the long-Ienn ml>JTlOry ta,l<' leSI n:V('ak'<Í 
Ihal Ibere we~ significan! diff"renccs among groups. 
( F.,1 1 - 11.588,1' < OJlOl ) . A Fisher po.'llwc te>! indicak'<Í 
a signifieanl d ifferenee bct,wen Ibr SAC·LiCl group and Ibe 
re,t of Ibe ~oT1lrol groups (p 's < 0.001). 

P"ü-trial r!'v ~rsible amygdala inactivation impairs rortical 
off-line glutamate and dopamine releaS!' and taste memnry 
consolidation 
11 ha, Ix.'en proposcd lbal Ihe amygdala (AMY) nlOdulation 
eonmbule.'; 10 CTA memory eonsolidalion (Gallo el ,,1. 1992; 
Roldan and B UJ1:, 1994; Sakai llnd YamanlOIO 1999). Sueh 
modulalion ooukl be Ibrough lb.' glulamalCr¡,::ie projl'Clions 10 
Ihe le (BlTII1ud~~-Ralloni and MeGaugh. 1991) Jnd 10 Ibe 
venlr.ll IC~'lTlCnlal area (Kaufling el ,,1. 2(09). In Ibi.~ "'gard, 
it has 1x>t.'Tl demon.';lrak'<Í Ibal po<;l-aequisilion blocladc of 

NMDAr wilbin Ibe "mlral Icgrnt.'Tllal area inlpair~'<.l LTM of 
an inhibilory avoidanee la,l (RO'-"'1O el al. 20(9). Similarly. 
il has bcen rq>oTlL'<Í Ibal k'tanie <¡(imulalion of ba'lOlak'ral 
amygdala ( BLA) indu~-es NMDA depcnd ~nl 10ng-kTII1 

Jomn.1 Compil,uim e ~()I () I nl<Tmlim.1 SociC1y for I><tlloch<"mi,n)'. J. "'""",x:lwm. (2010) I (), 11 111.1471-41 ~9 .201O. 067 '18 . , 
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FIg. 1 E"Wlce4 lu1a, dopamine and gI.llama\e love4s in I>e mular 

",,\eX ¡""'M"e c<>llCQmlan~y in 1"" poSl-acqu;"1on p<Iriod ot coOOi· 
l00ed Iasle aversioo uaOir.g. (a) Do¡:tamioo mooilOfir.g: SAC-LO, 

<:OrI<Iih" .... d grO<.lp (I! ~ 10) ""' ..... e<! 0 .1% """mano ",,"1l10" k>1<>wed 

by 0.4 M ua lp. iojech)l" (7.S mU<g): SAC-~a . r.on-con<ll:ioned 

11""-" (I! " 7) """''''00 0.1% sacct.arin .olu1oo l04owoo by 0.4 M 
Naa ¡.p. injec1ioo {7.5 mll'<g); I>e conditioned Sl irrulus eHale<! a 

doj>amne ¡1lCt"ase in 1><.>'" gr00p5 001 oo/y 1M coodi'oned 9'QUII 

5I>owOO a posHlCqois;1iQO ioorease ti 100 88 mio trac1ioo. (b) G lula

ma'" responses motlilO .... g ¡., coodlli<>ned and ooo-condilionOO 

groops, !he oorooditioood S'timul,," ~iOled 8ll inc'emen1 ¡"he SAC

UCI 9""'1' as a '<>suI! ot 100 ua fljooioo l>u1 ooIy 100 condil iooed 

~ sllowOO a posl-acquisj1ioo inaease in 100 92 mi .. Iradoo. (e ) 
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101 
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Glutamate 

•• 
&AC-iJ(:I 

SAC· ... CI 
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Min 

Dopamioo responses o! com,04 9'''''!''' 10 dmLA: H,O.uC4 9""'1' 
(,, ~ 5) rec ..... edlapwalertolowed byOA M tiCl Lp.: H,O-NaClg""'P 

(,u6) "",eNe<! la¡> wale, loHowed by 0.4 M NaC I (p.; Do¡>amioo 

Ievels are ';gt\iflCall1ly dine...." during """ma"" "><¡>OSIl'" lhal durir.g 

waler exposure and st>owed "" poSl-acquisliQn "''''''"''<lIs. (d) 

GillIamate ~"" 10 too ua aoo Naa inject ioo sOOwed "" 

post-acqu;sJIOO char.ges, oNt the 000 rOOl1ed to too '-""""I)(j¡toned 

s timL.OUs . (e) DO¡>amioo r""l"""S"s 00,;"9 bad<ward oooditiooOg' OO· 

SAC (n '" 7), r""",ved OA M IX I ¡,p. aoo laler, 8 0 .1% (w~) 

5""""",n SOhI1M: !he,e is "" posl-acqui';. ioo ioe,emoo1. (1) GUIa· 

male response du'ng !he bad<ward coocHiooi"9. Gra¡>I>ics e"",,,,,sed 

as """"'" ot % ba5el ioo ,elea ... " SEM. .p < 0,05, aoo •• p < 0,01 

verros COfI1roj II~ and tp < 0.05 vmsos ~i oo re1ease, 

Joumal COlnl'i!:" ion e 201 0 1 nlorna,ional Soc ia}' f,.- NCtlm<ban,n}'J N .... roc~em. (101 0) lO. 11 J llj .14 71 ·41 S9.20! 0 .067S8 ", 
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~ 

'W 
'W 

t: '40 

.~ 120 

.¡¡¡ l OO 

j&O 
W 

~ 

~ , 

•• 

•• 
•• •• 

• SAC-lICI 

O SAC-NoCl 

1 H,Q- UCI 

• H,o. NoCl 

~ LICI-s..t.C 

FIg. 2 Too rondilooed 9'OUP l. he ""'" ...... 1r.a1 sOOws ave";;oo n a 

loog·loon m""""Y lesl. TOO micfOdialyzed ~ ...,ffi e ><¡>ose<! 10 

100 saa:l"tari n ","uloo 72 h al le , lIOOIuisiloo. SAC·UCI , coodiliooed 

¡¡roop (11 ~ ID) " " ,,"ved 0 .1% saa:r.ari n ...,.lftioo lo1owed by 0.4 M 

UCI (p. iljec1ioo (7.5 mLl1<g): SAC·NaCl non-coOOilooed <JIOU!> 

(11 " 7) "",eNe<! O. 1% ~I"tari" s~uloo 1~1owed by 0.4 M r-laC I I.¡> 

Injec100 (7.S mlhg). H,O· IX I 9'""'4' (11 m 5) ,emved la¡> wale, 1~· 

Iowed by DA M IX I I.p.: H,O- r-laCI 9 ' ''''1' {II m 6) re""ved la¡> wale, 

lo1owed by 04 M NaCl i.p.; UCl-SAC (11 .0 7) """"ved DA M UCi I.¡> 

aoo lale' . a 0.1% sa<:d>a ri n soO.l! ioo. G,a¡>I>ics a re ex¡><essed as % 01 

coos~1on dun"'} acquis itoo ... SEM. "p -< 001 versos SAC-UCl . 

poknlialion in lhe le and in("TCa<;<"S lhl' l"\.1enllOn of CTA 
n"K'mory (Escobar 1'1 al. 1998). Mon"OvCT. po'l-acqui.ilion 
glulamale admini,lralion in Ihe BLA ("T1hanees Ihe stncngth of 

CTA and lhis dfcel depcnds On NMDAr aeli"alion wilhin 
lhe IC (F~"Jreim e, (J I. 2005). Wilh lhis informalion. we 
a<;ses..<;ctl if lhe DA and GLU off-hne incn.'T11cnl in lh t le 8ft' 

as a ""ull ofamygdalar aClivalion. We ",\'en;ibly bloch-dlhc 
AMY acli"ily by bilalaal Infusion of TIX ( lO n~~L in 
phosphale buffl'T) afu.'T lhe LiCl injeelion. whilc we made lhc 

mimxlialy~i~ moniloring in Ihe IC As il CJn be Seffi in 
Fig. 3a. AMY in:lClivalion impaired GLU (92 min fraclion . 
1- 2.782, P < 0.05) a nd DA (88 min fraction. / - 3_562, 
p < 0.0 1) off-hne ",leas.: in lhe le whcn COnlpar~x:I wilh a 
conlrol group lhal n.>c.,iv~-d inlra-amygdalar ,""hiele. Thc>c 
""ull, indic:lIC lh:ll AMY aClivily ~\ involved in lhe off-line 
ntracdlular changes wilhin!he le. Fig. 3b shows LTM k.l 
of lhe mimxlialy,-<.-d ~'n:>ups, vehick (I'BS-MD) and TrX 
inlm-amygdala, infuslons (TIX-MD) lhal w~TC oompan.-d 
wilh animal, crulnulaled in lhe AMY and n.'Cei\'~'<.l lile <¡¡¡m,' 

drug trealmcnl and unUl'Twrnl e TA lraining wilhoul Ix""" 
rnonilorcd by micr.-xl ialysi, (l'BS and TIX groU [l~). An 
ANOVA analysis showoo ¡hat lile TrX infu,ion si gnificllnlly 

impaiJ\.'<.l eTA l'Ollsolidalioll as compar~-d wilh PBS infusion 
(r - 5.978. p < 0_01. PB5-MD "s_ TIX-MD; and PBS \'s_ 
TrX. 1- 2.502" <: 0_05)_ 

Post-trial NMDA r~ptors antagonist impairs CTA 
conrolidation. and it i'5 potentiat~d by cont:urll':nl blockad~ 
of D1 dopamine Il':ceptor'5 
To c\'aluale lhe funclional role of lhc extracdlular DA and 
GLU chang~"S wilhin lhe in,ula, cort<'X in CTA fonnalion. we 
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Ag. 3 ArnY9dala r"""",b le iMC1i~aJjoo invaJrs coOOiJjooed IaSIe 

aversioo coosoldal ún and posl-acQOi'; i' oo dopami"e and gI.l!amale 

corh,aJ ioc"""""ls. (a) Eftec1s ot bi late,aJ irrusioo ot 1_IOJO" 

\1TX: n ~ 6) or pI>osphale bolle, sal ,.., (PBS : n" 5 ) Imo .... amyg-

dala irmledia1ely al le' he ua admir;slratoo in ~ do¡>am ..... and 

glUlamale I,-",,"s wil t>n 100 insula, ron. x. G ,a¡>Ilics e"!"",,sed as 

m .... ""ot % baseloo ,alMsa ... SEM. 'p -< 0.05. and .'p -< 0.0 1 """'''' 

cOO1r~ gr"'4>_ {b) Loog-tam'l mamory \eS1 011 00 rnaodiaJyzed groops 

jTrX-MD ar><! PBS-MD) compa 'e<! witl grO'JllS wit>oot microdial¡s<s 

morti1Ofng (TrX. " '" 8 aoo PB $ , 11 .. 8) . nx """'ir>islrallon ¡nvaJ 'e<! 
memory consoHdal;oo n botl cases . 1he ,ewlIS a,e showe<! in % 01 

acquis<lioo ... (mL 01 saa:l"tann dunng lesl " l OOymL sacd"ta, .... dunng 

acquisilioo. "p -< 0 .01 versus PB$ 9 '''''1'. 

.Ioumal C"n~;latlrn e 2010 1 " " TIJatlrnal 5<>< ;",>' f¡,,- NOUTOCbcmiS1Jy . J. N~1Jroc¡"'m. (201 0) 10. 11 111 .1471_4 1592010.()} 758.' 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

blocked eilher lhe NM DA glulamale receplors (APV, 10 ~I 

~L) Or lhe D I-lyJ'lC dopamine rxcplors (SCH23390, 2 ~I 

~L) >epamldy Or simullanoously 30 min afier lhe acquisilion 
pcrioo. A simple ANQVA anal~sis showed nO signiflCanl 

diffcrcncc among groups in STM lesl indicaling lhal drug 
admini,lmlion did nOl impair lhe lask acquisition (Fig. 4). 

However, significanl diffcrcnccs were found among groups 

in lhe LTh1 lest, aS re\"Caled by onc-way ANOVA analysis (F J. 

" - 15.807, p < 0.05). PO.'·I hoc Fisher leSt showed lhal 
LTM waS impaired in the NMDAr-inhibiled group (APV) aS 
it waS si¡:nificanlly diffcrcnl flOm lhe saline ¡:::roup (SS) 

(p < 0.001). The DI-inhibiled group (SCH) showed nO 
diffcrcnccs in LTM lest oompared with the SS group, 
indicaling lhal po,t-acquisition SCH admini,lrdlion did not 

inlerfere wilh 10ng-lCTm memory ,tomge. Inlere,tingly, the 

simullanoous blockade of NMDA and D 1 receplors in lhe IC 
(APV + SCH grour» causcd a polenlialed and signiflCanl 

impainnenl of LTM compared wilh lhe groups thal rcccived 
APV Or SCH alone (p < 0.05, FLg. 4). Thcsc re,ulls ,ugge,t 

• ,. 
O" 

'" .~ 

#:'00 
.m 
~A"\"'SCH 

o • . RpcA"" 

~ • 

DI 
, 
~ • 

• O • • i!S1 . O 

". n. 
". ~. 

'" '" SACO 1% -- SAC O 1% SACO.1% 

'" 
, 

~ " ". lJCI O 4M 

" ". cm 

FIg. 4 Dt and NMDA 'ece¡>10fS pos1-acquis<1ioo ac1 ivity is 'equi'ed IOf 

memOf)/ c"""'"ida'oo. (a) Ellect ol mraron ical admil>islra'oo ol 2-

amh<>-5-¡l/>os¡lI>oooa"'jc ""id (M"I). R(+)-7--CtOOfo-8-!»'d,o",!-3-

metl';1 -1 -p/>e!l';1 -2. 3.4. 5-telr ahydro-1 H-3-benza.z e¡><.... hydroctOo!ide. 

a mixture ol bolh drugs aoo R¡>-cAMP 30 min aHe, coodliooed laste 

ave,sjoo (eTA) acquislioo in sI>Ofl- aoo Ioog-lerm memOfy. Post 

acquis<lioo b«>c<aoo ol NMOA '''''e¡>IOfS (APV 9'''''1'. o z 9) impai'ed 

eTA ooos<>dalioo ~,ed wlh .... gro<l!> "'U "",,"ved an imra

rorkal sal .... injectioo (SS. o z 13); loo .... e bloc"""" ol Dt '''''e¡>IOfS 
has ooenect inshon-Ierm memOfy (STM) Of Ioog-lerm memory (LTM) 

(seH. Oz 7) ; OOWeve, . .... coorom itltlt bIocl<ade ol NMDA aoo DI 

'''''e¡>IOfS cause<! s<gnilicantly stroog<'f eTA i.rmoot (APV + $CH. 

o x 6). cAMP de¡>eodem proJe<n ki """" Mb<IOO inlhe post-acquis i-

100 pe'iod airo impaired LTM 00t not $TM indical ing a roo. ... eTA 

ooosotdalioo (R¡>-cAMP. OZ 7) (b) CTA prOlOC<> and drugs admin

istra' oo (wr.1e lnangle) 30 min afie, CT A acquiS<IOO. TOO ,,,,,uIIs a,e 

sI>owed in % ol ""quo. i' oo z {mL ol "."'00' ''' dunng IeSt x tOO).mL 

sacmann dunng acquis<'oo ~ SEM. STM. sI>Oft-lerm memory; LTM. 

Ioog-lerm memory. "p < O.Ot ve,sos SS 9""'1'; & P < 0.05 M'V + 

$CH versus N'V 9""'1' 

e 2010ThcAutb"" 
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thal DI ro::cplors polenliale the consolidalion prOCClS in 

oonjunction wilh NM DA receplOr>. 

Post-trial tl ockad ~ of cAMP d ~p ~nd ~ n t pr ot~ in kin ast 
impai rs CTA consolidation 
II has bccn reported lhal NMDA- D I syncrgism rcquire poSl
synaplic intmccllular calcium and PKA activalion (Cepeda 

el "l. 1998; Wang and O 'Donndl 2001; Baldwin el ,,1. 2002; 
Tscng and O 'Donndl 2004; Hallctt el "l. 2006). PICA is 
activaled lJOugh lhe incremenl of CAMP caused by D I 
re<:cplors ,rimulalion. To evaluale if PKA off-line acrivily 

waS nccessary for CTA oonsolidalion, we injected illm
oortically ¿ PKA inhibitor (Rp-<:AMP) 30 min aflcr lhe 
acquisition flCTOO. STM evalualion revealed nO diffcrcnccs 

again,t lhe group thal rcccived saline solulion; LTh1 showed 
a significan! diffcrcna wilh SS group (1 - 6.015, p < 0.01) 
indicaling a role On CTA consolidalion. 

Oiscussion 

For a long lime lhe mechanisms for memo')' oonsolidllion 

have bccn ~~plained by ,tructuml synaplic plaslicity (Martin 
el "l. 2(00). Those pla,tic changes may involve off-line 
neuronal activity thal allows mainlenancc of lhe inform.tlion 

unlil il is wdl eslablished. Severdl e~amples indude off-line 
waves of prolein synlhesis associaled wilh earlier learning 
(Monlag-Sallaz and Monlag 2003; Ramirez-Amaya el "l. 
2005; Ekkilsehlein el "l. 2007), and dectrophysiolo~ical 

evidena thal shows po,t-acquisilion "",lay of acrivity 
palterm lhzt occurred durin g training (GelTm-d el ",- 2001; 
Pennarlz el ,,1. 2004; Ribeiro el ,,1. 2007; Esehenko el ",-

2008; LanSlnk el ",- 2008). When we monitor«! neurotran,
miucrs rdease for an hour afier acquisition, adose 
ooincidenl increase of GLU and DA occurred about 44-
48 min aflcr ,timuli associalion. DA and GL U incremenls 
were ,pcciflC 10 lhe group thal acquir«! CfA karning, lina 
they did nO! appcar in any of the olher groups lhal did nOl 
di ,play avcrsion. Thus, it secms unlikdy lhal lhe off-line 

neurolmnsmiucrs release is rdaled 10 lale signals pnxkIced 
eilher by laccharin oon,umplion Or LiCI injection. Our 
results fit ",di wilh the nOlion lhal memo')' oonsolidllion 

requircs neurochcmical reactivalion wilhin lhe ,tructUr<.' thal 

waS engagoo during lhe acquisition long lime afier senso')' 
slimulalion is overo Furthcrmore, lhe po,t-acquisilion release 

re,ponses m lhe IC secm 10 be involved in memo')' 
consolidalion of CTA, sina blockade of the NMDA and 
D I receplor> simullanoously disrupled long- bul not short

tcrm memory. There are some insighls inlo lhe po,..;ible 
mechanism involve syncrgic activity bctwCCT1 lhe D I
NMDA ro::cplors. A considcrdble amounl of evidena 
indicalCs Ibal D I receplors Can m.-xlify lhe ,trength of 

synaplic !r<llsmission enhancing lhe e~citability of neuronS 
(Cepeda el "l. 1998; Wang and O 'Donndl 2001; Jay 2003; 
Tscng and O 'Donndl 2003, 2004; Hallctt el ,d 2006). D I 

Jo"mal Cmnl'iblion e 2010 I,"cmalional Socia)' f,.- NCtlID<banioll)'. J. N""rocA~m. (2010) JO. J J J Jlj .14 71 _4J S<J. 201 0 .ox,7SS.x 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8 1 K. R. Guln"lán.Ran-><a (1 M. 

receptol"S potenliale NMDA conuuctan"e by mean, of NR 1 

,ubunil pho'phorilalion through cAMP'prolcin kina", activ
ily (PKA: Tingky e' "l. 1997). lt has t...-cn rcpoT1<.'<.l lhal lhe 
NMDA-meuialc<.l I\.";pon", is [lOlcnlillcJ by SKF3R393 

r\.,,;ulting in " significanl in.;n,rIl<."Tll ()f lhe numbt'r "nu 
fTl..'quency of,pih'S wmpareJ "ilh lhe ~plicalion ofNMDA 
"lone (Tseng anu O 'Donndl 2003). Con\'l'NCly. D2 rettplOT$ 

agoni'l quinpirok- ut"CTease lhe' fTl..'qucnc~ of spih's anJ lhe 
D2 r\.-ceplOT'; anlagoni,l ,ulphiriuc has nO cfR-ct (Gurden 

e' "l. 2000: Tscng anu O TxmndllOO4). lt ha., b<.'<.'n shown 
lhal DI r\.'CeplOT"S aetivalion Can [lOtenliale NMDA receplors 

funClion by uircctly promoling lhe SUlface in'ifflion of lhl.' 
l\."Ceplor <'ompk-x~'S (H"llNl el al. 2OC{;) "nu inuucc long 
lasting fonns of synaplic pla,ticily like Ioug-len" polenlia

lion lhrough CAMPIPKAleREB palh""dy octivalion (Jay 
2003). Thus, DI receplOr.; [lO'Hl.cqui,ilion activity may 
modulal" the coneomilanl glulamalCr¡;ie octivily through 

NMDA pho,phorilalion IUlU prolein lynlh~'S is. <.'nhaneing 
excitabilily whieh in consequence pro'rÍ<:k'S aUl'quale plas
lieily to ma;nla;n neuronal signaling on~il1g in lhe le for lhe' 
long-K>ffil l1K'mory establi,hmenl. 

Sine<.' NMDA a<'tivity St'Cnl, 10 te <'Tilieal for CTA 
nlc"TTlury wnwlidalion (Rosenblum et "l. 1997: &>ffilan 
e' ,,1. 2000), "'" tril'tl lo asses, if ,ueh glutamaK>rgic inpul 

eame from amygdalar projcctions. In lhis r\'garu, il has I",en 
,hown lhal long-lerm polenlialÍ<>n inJuecJ in lhe BL-\ 
produces signifieanl CTA memory enhaneemenl ( Es~"Obar 

anu !krmuuez-Raltuni 2fK)O) whieh ccpcnds un NMDAr 
activatiun within lhe le (Escobar el ,,¡ 2002: Ft.,.n'im el ,,¡ 
2005). Reversible [lOst-acquisilÍ<:m blockaJe of AMY wilh 

bilalc'ml TTX infu.ion hinut'J\.'<I off·line glulmnale "nu 
uopamine inCTt.'menlS in lhe lC anu impaiR.'tl CfA wn",l
iualion. Tite", r\.'SullS inuiealC lhal "myguala activalion i. 
a"''iOeialc<.l 10 IC p<>S1-aequisition actIvily. Glulammergie 

r\'aetivalion impaiT1Tk'nl may be becau"" of inhibilion of lhi s 
kinu of inpul ui=lly from AMY blockaue. Conv,'r.;dy, lhe 
inhibilion of DA r\'lease may bl.' b.,eause of blockaJt of 

amygualar moJulalion of venlral legmemal arca (Kaufling 
el "l. 20(9), lhe main uopamint-rgi<' nud""s projt'Cti ng 10 lh., 
le (Oham e' ,d. 2(03). lt has I"."en pro[l<>sed lhal ellK>lionally 

arousing tasks. sueh as CTA. t"Tlgage A\1Y "ctivalion whieh 
modulale menK>ry Sll\'ngth anu com,oliualion (MeGaugh 
2004) not only uuring lhe acquisilion p<rioJ lhrough stimuli 

signaling. bullhrough posl-kaming o,dlalion.' lhal promolc' 
synaplic plaSlieity in t"O-acti ve ,tructure> such a,; lhe le (Par\' 
e' ,,/. 2002). Such pla.stieity may nc<.-d r"activalion of 
particular biochemical palh",ays 10 M,tain lhe leveLs of 

prolein, lhal are r~'tj uiTl..'tl for lhe pcr>i,k"Tlee of rTh'mory 

(Wang e' "l. 2006). This hypolhe,is is supportc<.l by expcr
im'"TllS lha! ,howc<.l lhal NMDA n.><:eploN s)"nlhesis is 

requil\.'tl fOT CTA anu f!'ar eonuilioning eon,oliJalion ,inee 
lhe [('mponuy knockoul of lhe cortical NMDAr uuring eilhcr 
learning or post-leaming consolidalion stages eau.ses S!'vCTC 

pcrfoTmanee u~ficils for up 10 l-monlil afl"r l,,-,le rnt'TTlory 

e 2OlOTheAutho", 

lmining (Shimizu et "l. 2000; Cui el ,,1. 2(05). Th!' san~ 

Te",areh group us~'tl an inuucible anu region spccific prolein 
knockoul lechniqu" to as,,'>s CaMKIJ role in posl-leaming 
,tages; their r\'sull, l\'\'ealcJ lhal uuring lhe fi,,;l w~'Ck afler 

l!'aming, CAMKll reactivalion io; ""senlial for memory 
wnsoliJalion (Wang (" al. 2(03). Furlht>ffilor\', it was 

observt'tl lhal Ira;ning in an one-trial aswciali\'C kaming 
task inuuces cxpression of bmi n-(krivcJ neurolrophie factor 

in lhe hippocampus 12 h afu..,. kaming (Bekinsehlein e' "¡. 
1(07). Similarly. il has bt.'Cn rcported lhal novella,;te leaming 

inuuces lwo Waves of mTor aelivalion in lhe ¡,:u,lalory corte" 
al 15 anu 180 min afler la.te prescntation (Bdelo\'sk)" e' "l. 
2009). All lhes.' uala inuicale lhal scwral rounds ofprolein 
,ynlhesi S lak" plac!' a. o nt of lhe off-li nC' proeesses i nvolwd 

in lhe pcr.;i.lCnCe of m"mory. 
A greal amounl of eviuenee inuica!e, lhal lhis pTO<;<'>S 

wulJ be taking place uuring ,kcp. whieh has bt."Cn iuenlific<.l 

as a ,tale lhal oplimil.cs lhe eon'iOliumion of ueclarali \'C anu 
non-Jedarali\'C ml~lK>ri('S (Smilh 2001: Robcrtson el "l. 
2004; Ellenbog~"Tl el " l. 2(06). Partieularly, lhe slo",-",:!vc 
sleep stage has bcen implicalcJ in sk>ep-Jepenuenl mcmory 

eon,'\Oliualion (Stiekgolu 2005; Walk"r anu Stickgolu 2006). 
In lhis rcganl. lhere H\.' rcporL~ of a ,ignifieanl in<'Tease in 
noraur\>naline reka", wilhin pr\'limbie r\'gion of lhe mI 

frontal cortex arounu 2 h afl~.,. lhl.' aequisilion of an oJor 
uiS<,'riminalion lask (Trond el "l. 20(4) lhal ha, bt.'t"Tll\'lalt-d 
10 an inl'l\'menl in lhe loc",' COl"ml .. " .< activily uuring slow

waw sk.'<..l' (Eschenko anu Sam 2008). N~\'~'T1hdess, then' is 
also eviuenee inuicaling lltal infoTmalion i. mainlain~-d anu 
p"",-esscU uuring poSl-lraining wakefuln"ss pcrious. Simul

lant>Ous neuml r\.'Cording ' in lhe macaque nl'OCortcx, i.e 
[lO,lcrior parictal corta, molOr corteJ<o somalOsensory cortcx 
anu uorsal pr\'frontal eorlCx, reveall'tl lhal cdL, in all four 
arCa,; exhibit off-line firings r\'lalc<.l 10 lhe task (SC<.jucnlial 

reaehing l><.'havior), anu lhose eells k"TlJ~-d lo be c<Xlcti\'c 
aftcrwards (Hoffman anu MeNaughlon 1002). Aeeonlingly, 
our data show~-d a cortical ",aNivalion r\'kase of DA anu 

GLU seveml minules aflcr lhe a~'tjui.~ilion of la,;le aWTsion 
eoulu be laking part in lhe off-line pro".""""'s lhal mainlain 
long-leml n"K"IK>Ty. bUl ilS rdalion lo slccp stag,'S ",mains lo 

be sluuioo. 
Although il R.'main. lo be darifi~-d whethcr .scv('T:ll wa"es 

of neurotnmsmilk'TS rdease are n""l,",-'\al)' for ~"TlS<..'TTlbles of 

ncuron. 10 su,tain infonnalion ",hile memory ,·onsolidales. 
the prescnl ",sults suggC!il lhal long-K>ffil menK>ry con,oli

Ualion u"pend, on uopaminergie anu glutamalcrgie activily 
uuring lhc acqui>ilion anu uuring off-line po,l-aequisition 

pcrioJs. 
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Off-line concomitant release of dopamine and glutamate involvement in 

taste memory consolidation 
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SUPPLEME�TAL  I�FORMATIO� 

Supplemental Data  

Gamma- aminobutyric acid (GABA) and norepinephrine (�E) monitoring.  

Saccharin presentation induced a significant NE (F2,12= 7.774, p<0.01) but not 

GABA release within the insular cortex. Such increment could be related to central 

noradrenergic system activation during attention mechanisms (Robbins 1995, Robbins 

1997) like those involved in the new stimuli exposure. It has been reported that locus 

coeruleus (LC) neurons are activated by exposure to novel gustatory stimuli and 

stressing experiences (Cole et al. 1988) and since this noradrenergic nucleus sends 

direct projections to the IC (Saper 1982) it is possible that the NE increments are part of 

the mechanisms that allow the animal to focus on relevant or threatening situations such 

as the ingestion of unknown food.  The digestive malaise caused by i.p. LiCl injection 

also induced a significant increment in NE release that was not seen in GABA 

monitoring. Interestingly both LiCl and NaCl hypertonic solutions induce similar NE 

release, indicating an unspecific response to the administration of the solutions. 

Probably this response is due to the peritoneum irritation. This nociceptive stimulus is 

processed trough the vagus nerve to the NTS which projects directly to the LC (Hassert 

et al. 2004) and therefore the IC response through NE release (Fig. S1). Post-acquisition 

GABA and NE monitoring of the SAC-LiCl and SAC-NaCl groups showed no 



increments of these neurotransmitters, supporting the specificity of the glutamatergic 

and dopaminergic signals in the memory formation. 

Verification of probes and cannulae placement. After the experiments were 

completed, rats were sacrificed with a pentobarbital overdose, and perfused 

intracardially with saline 0.9%. Brains were removed and stored in paraformaldehyde 

4% at 4°C. They were cut in 40 µm coronal slices with a freezing cryostat. Mounted 

slices were stained with cresyl violet, and the placement of the cannulae was verified by 

analyzing the slices under the light microscope. All animals with an erroneous cannulae 

placement were discarded from statistical analysis. Figure S2 presents a 

microphotograph of the location of the microdyalisis probes and cannulae aimed to the 

IC. In all groups the rats included in the microdialysis and pharmacological analyses 

had the cannulae and probes within the granular and dysgranular region of the IC. 

Eleven animals with erroneous guide cannulae placement were not considered for 

analysis and are not included in the final indicated n. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Fig S1.  
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Fig. S2 
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Fig S1. �orepinephrine and GABA levels do not change in the IC during the 

post-acqusition period. (A) NE monitoring: SAC-LiCl, conditioned group received 

0.1% saccharin solution followed by 0.4 M LiCl i.p. injection (7.5 mL/kg); SAC-NaCl, 

non conditioned group received 0.1% saccharin solution followed by 0.4 M NaCl i.p. 

injection (7.5 mL/kg); the CS elicited a significant NE increase in both groups  and the 

US elicited a 400% increase  in both groups. (B) GABA monitoring in conditioned and 

non-conditioned groups showed no changes. (C) NE responses of control groups to 

stimuli: H2O-LiCl group received tap water followed by 0.4M LiCl i.p.; H2O-NaCl 

group received tap water followed by 0.4M NaCl i.p; NE levels are increased following 

both LiCl and NaCl administration and showed no post-acquisition increments. (D) 

GABA responses to the LiCl and NaCl injection showed changes.(E) Backward 

conditioning LiCl-SAC, received 0.4M LiCl i.p. and later 0.1% saccharin solution and 

only showed the NE increase related to the US presentation and no post-acquisition 

increment was observed. (F) GABA response during the backward conditioning. 

Graphics expressed as means of %baseline release ± SEM.   *p <0.05, and  **P <0.01 

vs control group and # p<0.05 vs. baseline release. 

 

Fig. S2 Representative photomicrograph of the guide cannula track aiming IC and 

location of microdialysis membranes. The numbers above indicate mm from bregma. 

 

 

 

 

 

 

 



Supplemental Experimental Procedures  

Capillary electrophoresis analysis. 

Optimization of the derivatization conditions. 

Given the complexity of the biological sample due to the presence of a great number of 

molecules that are prone to react with the fluorogenic compound, it was necessary to 

use an analytical method that allowed us to separate, identify and quantify 

simultaneously Glutamate and dopamine levels in the microdialysis samples. Since one 

of the great advantages of using capillary electrophoresis as an analytical technique is 

that it requires nanoliter volumes for injection, it allowed the analysis of small sample 

volume collected in very short times. Since high sensitivity was required, the most 

convenient detection method was laser induced fluorescence detection (LIFD). 

According to the excitation wave length of the argon ion laser the fluorogenic reagent of 

choice was 3-(2-furoyl)quinoline-2-carboxaldehyde (FQ, Molecular Probes) which react 

in the presence of cyanide with the primary amine group of the molecules allowing the 

simultaneous derivatization of catecholamines and aminoacids. 

 

Several studies indicate the use of FQ for the detection of proteins, peptides and 

aminoacids in different kinds of samples (Asermely et al. 1997, Liu et al. 2003, Paez & 

Hernandez 2001). However, there is scarce reference of the FQ use for catecholamines 

and aminoacids simultaneous analysis in microdialysis samples  (Chen et al. 2001). For 

this reason it was necessary to find the optimal derivatization conditions for our 

particular samples in which different FQ (100, 200 and 300 nmol) and KCN 

concentrations, sample quantities (2, 4, 8 µL) and microdialysis flow rates (0.5, 1 

µL/min)  were tried. Increasing FQ increased derivatization efficiency, but the lowest 

suggested FQ concentration allowed us to reach optimal detection limits (see below). 



Optimization of the separation.  The derivatization products are hydrophobic molecules 

with very similar electrophoretic movilities, so we used a capillary electrophoresis 

modality known as   Micellar Electrokinetic Chromatography (MECK), based in 

chromatographic an electrophoretic principles which allows to separate ionic and 

neutral compounds depending on their electrophoretic mobilities and their partition 

between a mobile aqueous phase and other semi-stationary composed of micelles 

(Terabe 2008). Among the parameters that influence the resolution in MECK are 

surfactant kind and concentration (sodium duodecyl sulphate or sodium deoxycholate) 

25 or 35 mM; also type and proportion of organic modifier greatly affect partition 

coefficient of the compounds of interest (methanol or acetonitrile). The optimization 

was initially performed with 35 mM borate buffer at voltage of 20 kV and a temperature 

of 25°C. The pH was varied between 9.3 and 9.7 and it was found that a ph of 9.6 was 

optimal for the separation of catecholamines an aminoacids, including dopamine, 

norepinephrine, glutamate and GABA. However, the run buffer content that had a 

greater impact in these compounds resolution was methanol proportion varying from 

13.5-15% v/v that allowed us to increase migration window and avoid overlapping of 

the peaks of interest with interfering peaks. Instrumental parameters such as capillary 

temperature and applied voltage were also optimized.  

The procedure for microdialysis samples analysis was derivatization with 6 µL 

of 16.67 M 3-(2-furoyl)quinoline-2-carboxaldehyde (FQ, Molecular Probes) in  the 

presence of 2 µL of KCN 25 mM in 10 mM borate buffer (pH 9.2) and 1 µL of internal 

standard (0.075 mM O-methyl-L-threonine). The mixture was allowed to react in the 

dark at 65°C for 15 min. Separation and analysis was conducted in a Capillary 

Electrophoresis system (Beckman-Coulter PACE/MDQ, Glycoprotein System) with 

laser-induced fluorescence (LIF) detection, light at 488 nm from an argon ion laser was 



used to excite the FQ-labeled analytes.  The separation of compounds was based on a 

micellar electrokinetic chromatography (MEKC) buffer system that included 35 mM 

borates, sodium dodecylsulphate (SDS) 25mM, 13% methanol HPLC grade, final pH 

9.6. The samples were injected hydro-dynamically at 0.5 psi for 5 s in a 75 µm i.d. 

capillary (Beckman Coulter); then the separation was performed at 25 kV. After each 

run the capillary was flushed with 0.1M NaOH, water and running buffer. The 

glutamate and dopamine peaks were identified by matching the migration pattern with 

those in a spiked sample and corrected by relating the area under the curve (AUC) of the 

unknown sample with the AUC of the internal standard. Data were analyzed using 

Karat System Gold generating a calibration curve of six points (see supplemental data). 

All results were converted into percentage of baseline release (% BL = analyte 

concentration * 100/mean of the three first samples). 

Some validation parameters such as linearity, precision and limit of detection 

were determined for dopamine, norepinephrine, glutamate and GABA. The results are 

shown in Table S1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Table S1 

Validation data for dopamine, norepinephrine, glutamate and GABA. 

Parameter Estimated value 

Repeatability (n=6) 

Relative migration time
a 

 

Dopamine RSD=          1.96% 

�orepinephrine RSD=  0.74% 

Glutamate RSD=          0.71% 

GABA RSD=               1.03% 

Corrected peak area
b 

Dopamine RSD=          4.3% 

�orepinephrine RSD=  9.2% 

Glutamate RSD=          5.8% 

GABA RSD=               3.5% 

Linearity (�umber of concentrations for each 

compound =6) 

Dopamine: 0.1-10 nM 

�orepinephrine: 0.1-10 nM 

Glutamate: 0.01-5 µM 

GABA: 0.01-5 µM 

Aspartate:  0.01-5 µM 

Limit of detection 

Dopamine                                                                                   

�orepinephrine  

Glutamate  

GABA 

 

 

R
2
=0.9928 

R
2
=0.9980 

R
2
=0.9984 

R
2
=0.9962 

R
2
=0.9973 

 

1 nM 

1 nM 

0.010 µM 

0.001 µM 

 

a  Relative migration time (neurotransmitter/IS). IS= 0.075 mM O-metyl-L-treonine as Internal Standard. 

b Corrected peak area (neurotransmitter/IS) 

RSD= Relative Standard deviation 

 

 

 



Supplemental References 

 

Asermely, K. E., Broomfield, C. A., Nowakowski, J., Courtney, B. C. and Adler, M. 

(1997) Identification of a recombinant synaptobrevin-thioredoxin fusion protein 

by capillary zone electrophoresis using laser-induced fluorescence detection. J. 

Chromatogr. 695, 67-75. 

Cole, B. J., Robbins, T. W. and Everitt, B. J. (1988) Lesions of the dorsal noradrenergic 

bundle simultaneously enhance and reduce responsivity to novelty in a food 

preference test. Brain Res. 472, 325-349. 

Chen, Z., Wu, J., Baker, G. B., Parent, M. and Dovichi, N. J. (2001) Application of 

capillary electrophoresis with laser-induced fluorescence detection to the 

determination of biogenic amines and amino acids in brain microdialysate and 

homogenate samples. J. Chromatogr. A 914, 293-298. 

Hassert, D. L., Miyashita, T. and Williams, C. L. (2004) The effects of peripheral vagal 

nerve stimulation at a memory-modulating intensity on norepinephrine output in 

the basolateral amygdala. Behav. �eurosci. 118, 79-88. 

Liu, X., Yang, L. X. and Lu, Y. T. (2003) Determination of biogenic amines by 3-(2-

furoyl)quinoline-2-carboxaldehyde and capillary electrophoresis with laser-

induced fluorescence detection. J Chromatogr A, 998, 213-219. 

Paez, X. and Hernandez, L. (2001) Biomedical applications of capillary electrophoresis 

with laser-induced fluorescence detection. Biopharm. Drug Dispos. 22, 273-289. 

Robbins, T., Everitt, BJ (1995) Central norepinephrine neurons and behavior: 

Psychopharmacology-The fourth generation of progress. Lippincott Williams & 

Wilkins. 

Robbins, T. W. (1997) Arousal systems and attentional processes. Biol. Psychol. 45, 57-

71. 

Saper, C. B. (1982) Convergence of autonomic and limbic connections in the insular 

cortex of the rat. J. Com.p �eurol. 210, 163-173. 

Terabe, S. (2008) Micellar electrokinetic chromatography for high-performance 

analytical separation. Chem. Rec. 8, 291-301. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Introducción
	II. Condicionamiento de Adversión al Sabor como Modelo de Estudio
	III. Antecedentes
	IV. Planteamiento del Problema
	V. Hipótesis   VI. Objetivo
	VII. Metodología
	VIII. Resultados
	IX. Discusión
	X. Conclusiones
	XI. Referencias
	Anexos

