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RESUMEN

La capacidad de recordar y dar una respuesta rapida y eficiente a los estimulos del
entorno es necesaria para la supervivencia. Se ha descrito la importancia de la participacion
de los receptores NMDA (NMDAR), en la corteza insular (CI) durante la formacion de la
memoria, en particular la formacion de memorias aversivas. Sin embargo, poco se ha
descrito acerca de la participacién de los NMDAR durante tareas complejas en donde dos o
mas estimulos estan presentes, tampoco se conoce que papel desempefian los NMDAR
durante la actualizacion de la memoria (p.e. a través de la inhibicion latente (IL)). Por lo
tanto, en el presente trabajo se estudio la accion precisa de los receptores tipo NMDA en la
CI durante la adquisicion de una tarea aversiva, utilizando el condicionamiento de
aversion al sabor (CAS). También, se evalud lo que sucede durante el aprendizaje de
“conflicto emocional” a través de la tarea de evitacion inhibitoria (EIn) modificado donde
compiten estimulos con valencia opuesta; evaluando también la funcion de los NMDAR en
la CI durante la adquisicion de esta tarea compleja. Por ultimo, a través de la IL de la Eln
modificada se evalud la actualizacion de la memoria, cuando se asocia algo nuevo a un
contexto apetitivo previamente aprendido, asi como la funciéon de los NMDAR en la CI
durante el proceso de IL. Los resultados mostraron que existe una coincidencia precisa de
la actividad de glutamato mediada por los NMDAR inmediatamente después de la
presentacion del estimulo condicionado (EC) durante la adquisicion del CAS. Por otra
parte, se encontrd que en una tarea de “conflicto emocional” no se altera la formacion de la
memoria aversiva, pese a tener un contexto modificado con estimulos apetitivos. Sin
embargo, la alteracion del equilibrio en la actividad de los NMDAR disminuye la
formacion de la memoria aversiva. Por Gltimo, se mostr6 que en la tarea de la IL-Eln

modificada, la preexposicion al contexto apetitivo crea una representacion de memoria
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robusta que no se decrement6 por una nueva asociacién con un estimulo aversivo. De igual
forma, se demostré la poca participacion de los NMDAR en la CI durante la IL-Eln
modificada. Estos resultados nos llevan a proponer que hay una participacion diferencial de
los NMDAR en la ClI, que depende del tipo de estimulos que estdn presentes durante la

formacion de la memoria.
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SUMMARY

The ability to remember and respond quickly and efficiently to environmental stimuli
is necessary for survival. The importance of NMDA receptor involvement (NMDAR) in the
insular cortex (IC) during memory formation, in particular aversive memory formation, has
been described. However, little has been described about the participation of NMDARs
during complex tasks where two or more stimuli are present, nor is it known what role
NMDARs play during memory updating (e.g. through latent inhibition (LI)). Therefore, in
the present work we studied the precise activation of NMDA-like receptors in IC during the
acquisition of an aversive task, using conditioned taste aversion (CTA). Also, we studied
what happens during the memory formation of “emotional conflict” task through the
modified inhibitory avoidance (IA) task where stimuli with opposite valence compete;
evaluating also the role of NMDARSs in IC during the acquisition of this complex task.
Lastly, the memory update was evaluated through the LI of the modified 1A, when
something new is associated with a previously learned appetitive context, as well as the role
of NMDARs in IC during the LI process. The results showed that there is a precise match
of NMDAR-mediated glutamate activity immediately after the presentation of the
conditioned stimulus (CS) during the acquisition of CTA. On the other hand, it was found
that in “emotional conflict” task the formation of aversive memory is not altered, despite
having a modified context with appetitive stimuli. However, disruption of balance in
NMDAR activity decreases aversive memory formation. Finally, it was shown that in the
modified LI-IA task, preexposure to the appetitive context creates a robust memory
representation that was not decreased by a new association with an aversive stimulus.
Similarly, the low participation of NMDARs in IC during modified LI-IA was

demonstrated. These results lead us to propose that there is a differential participation of
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NMDARs in IC, which depends on the type of stimuli that are present during memory

formation.
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ABREVIATURAS

aCl — Corteza insular agranular

AMPA — a-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazol propidnico

AP5 — 2-Amino-5-
fosfonovalerianico

Ca*" - 16n calcio

CAMKII — Calcio Calmodulina
Proteina quinasa Il

CAS- Condicionamiento de aversion
al sabor

CIl — Corteza insular

dClI — Corteza insular disgranular

EC- Estimulo condicionado

El- Estimulo incondicionado

ElIn- Evitacion inhibitoria

EIn-NMDA-H — Evitacion
inhibitoria + NMDA + Agua

EIn-NMDA-S — Evitacion
inhibitoria + NMDA + Azlcar

EIn-SAL-H — Evitacioén inhibitoria
+ Salina + Agua

EIn-SAL-S — Evitacion inhibitoria +
Salina + AzUcar

GABA - acido y-aminobutirico

gClI — corteza insular granular

i.p. — Intraperitoneal

iGIuRs — Receptores ionotropicos de
gluatamato

IHE — Intervalo inter-estimulos

IL- Inhibicién latente

IL-NMDA-H — Inhibicion latente +
NMDA + Agua

IL-NMDA-S — Inhibicién latente +
NMDA + Azlcar

IL-SAL-H — Inhibicién latente +
Salina + Agua

IL-SAL-S — Inhibicion latente +
Salina + AzUcar

KA- Kainato

LiCl- Cloruro de litio

LTD — Depresion a largo plazo

LTP — Potenciacion a largo plazo

NBM — Nucleo basal magnocelular

NMDA — N-metil-D-aspartato

NMDAR — Receptores NMDA

NTS — Nucleo del tracto solitario

NZ-NMDA-H — Sin choque +

NMDA + Agua
NZ-NMDA-S — Sin choque +
NMDA + Azlcar
NZ-SAL-H — Sin choque + Salina +
Agua

NZ-SAL-S — Sin choque + Salina +
Azucar

PAG - sustancia gris periacueductal

PKC — Protein cinasa C

PLC — Fosfolipasa C

RC- Respuesta condicionada

R1- Respuesta incondicionada

SNC — Sistema nervioso central

SZ-NMDA-H — Sin choque +

NMDA + Agua

SZ-NMDA-S — Sin choque +
NMDA + Azlcar

SZ-SAL-H - Sin choque + Salina +
Agua

SZ-SAL-S — Sin choque + Salina +
Azlcar
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1. INTRODUCCION

En nuestras vidas debemos lidiar con situaciones de conflicto, en la cual dos o mas
estimulos pueden competir durante una asociacion o durante una respuesta conductual.
Variados estimulos pueden portar una valencia positiva/apetitiva o negativa/aversiva,
presente de forma innata o aprendida. El saber qué comer y en donde comerlo es
fundamental para la supervivencia. Diferentes alimentos tienen una valencia positiva, como
es el caso de los carbohidratos y en particular del azlcar, estos alimentos son necesarios
para el desarrollo y aportan energia para la supervivencia. Sin embargo, si alimentos
novedosos con valencia positiva produce un malestar o enfermedad, la valencia cambia de
positiva a negativa, evitando el consumo en futuras ocasiones. De igual manera, el lugar
donde se consume los alimentos es indispensable para la supervivencia, si se consume un
sabor novedoso en contexto aversivo o peligroso, puede alterar la valencia que se le otorgue
a este nuevo sabor. Por otro lado, si un sabor tiene una valencia positiva y se aprendid bajo
un contexto apetitivo, esta asociacion apetitiva previa puede alterar/impedir una asociacion
aversiva futura. Reportes previos, sugieren la participacion de la corteza insular (CI), en la
formacion de memorias aversivas tanto del sabor como del contexto, ademas la CI también
se comunica con el sistema limbico, sistema de recompensa, recibe informacion de
diferentes modalidades sensoriales incluidas el sabor, el olor y la nocicepcion; de igual
forma se le conoce como un area de integracion de informacion de estimulos internos como
estimulos provenientes del exterior. La CI es blanco de diferentes neurotransmisores como
acetil colina, dopamina, noradrenalina, acido y-aminobutirico (GABA) y en particula
glutamato. Se conoce la participacion del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) en la CI,

durante la formacion de la memoria, el bloqueo de los receptores NMDA (NMDAR),

Péagina 11 de 141



impide la formacion de la memoria aversiva al sabor. Sin embargo, se desconoce cudl es su
participacion cuando hay una activacion fisioldgica. La activacion de los NMDAR en la CI
durante la formaciéon de la memoria aversiva al sabor permite determinar el momento
preciso de activacion del los NMDAR. De igual manera, se desconoce cual sea la
participacion de los NMDAR durante la competencia de estimulos con valencias opuestas,
como un sabor apetitivo vs un contexto aversivo. La activacion de los NMDAR nos permite
conocer la forma en la que la CI procesa informacion de estimulos opuestos y evalua cual
de las dos es de mayor importancia para la supervivencia. Por tltimo, poco se conoce de los
mecanismos neuronales de la actualizacion de la memoria, al utilizar el paradigma de la
inhibicion latente (IL) de la evitacion inhibitoria (EIn), se puede estudiar la participacion

de los NMDAR en una prueba de competencia de estimulos con valencias opuestas.
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2. ANTECEDENTES
2.1.Memoria y aprendizaje

El aprendizaje y la memoria son un binomio, no se puede hablar de una sin la
existencia de la otra, ambas son propiedades del sistema nervioso, que nos permiten
adquirir, retener, actualizar y evocar diferentes tipos de informacién (Bermudez-Rattoni &
Prado-Alcala, 2001). Si bien, hay diferentes definiciones de aprendizaje y de memoria, se
pueden definir primeramente, en términos conductuales, al aprendizaje, como el cambio
relativamente permanente de la conducta, producido a través de la experiencia (Myers,
2007). Por otra parte, la definicion neurobiologica sefiala que la memoria es la
representacion interna de las experiencias que perduran a través del tiempo, es la capacidad
de evocar dicha experiencias (Roediger III, Dudai, & Fitzpatrick, 2007). No obstante, la
memoria, o dicha representacion, esta en constante actualizacion cada vez que se repite la
experiencia o que se evoca la memoria, por lo tanto la memoria no es fija, sino un proceso
espacio-temporal dindmico (Dudai, Nader, & Born, 2015).

El estudio de la memoria, se ha dividido en diferentes fases o procesos: 1) la
adquisicion, proceso por el cual la informacion, mediada por el procesamiento de los
estimulos sensoriales, se incorpora y procesa en el sistema nervioso, 2) la consolidacion de
la memoria, cuyo término deriva del latin “dar estabilidad” y se refiere al proceso por el
cual la informacion que fue “adquirida” se estabiliza e incorpora a largo plazo como una
representacion; 3) la evocacion de la memoria es el proceso mediante el cual informacion
previamente procesada y estable como una representacion, es recuperada y expresada en la

forma de una conducta determinada (Myers, 2007).
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La memoria es un tema que ha llamado la atencion del ser humano desde tiempos
ancestrales; por ejemplo, los griegos la consideraron como una divinidad, llamada
Mnemosyne, madre de las nueve musas, siendo la personificacion de la memoria y
encargada de la razon, que conocia todo lo que ha sido y todo lo que serd. “Habia en
nuestras almas un bloque de cera, habia cera buena y pura y cera mala e impura, si la
cera era buena... todo lo que se desea recordar en nuestra mente, plasmamos en esta cera
esos pensamientos, como se graba un anillo, y cualquier pensamiento que quedara
plasmado seria recordado por siempre; pero cualquier pensamiento que no quedara
plasmado, seria olvidado” (Plato, 1921). En el inframundo si las personas bebian de su rio
iban a recordar sus vidas pasadas, en cambio si no eran inteligentes y bebian de las aguas
del rio de Hades llamado “/ete”, dichas aguas provocarian que las personas olvidaran todo;
por lo que beber de estd agua se le consideraba como “olvido de todos los males y remedio
de las preocupaciones”. Los griegos ejemplificaron a la memoria como un sello que las
cosas que queriamos se quedaban grabadas para toda la vida y las que no eran deseadas, se
olvidaban. Bajo estos términos inicid la clasificacion de la memoria de corto plazo y la
memoria de largo plazo. El tema de la memoria no solo ha sido objeto de atencion de las
culturas antiguas, ya que diversas disciplinas se han dedicado a su estudio. La memoria se
ha estudiado desde la filosofia, esta disciplina se encarga de estudiar problemas
fundamentales, como la mente, la belleza el conocimiento etc. Inclusive hay un sin nimero
de escritos literarios que han puesto a la memoria como personaje principal, donde se le
atribuye la capacidad maxima de los recuerdos y de la percepcion de la vida (Borges,
2004).

Particularmente, en el siglo XIX, la memoria pasé de ser un tema filos6fico a un

estudio del comportamiento desde la perspectiva psicoldgica. Ebbinghaus fue pionero de la
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“cuantificacion” de la memoria y en 1885, publicé su obra titulada “Sobre la memoria”,
donde postulaba que a mayor repeticion mejor retencion de la memoria. Empleando la
ecuacion de Fechner, estudid la capacidad de retener informacién por mas tiempo, dicha
ecuacion le ayudo a medir la relacion entre el estimulo y la “sensacion” asociada. Entre las
aportaciones de Ebbinghaus se encuentra la curva del aprendizaje y olvido, que es uno de
los pilares para el estudio y la clasificacion de la memoria (Bermudez-Rattoni & Prado-
Alcalé, 2001). La obra de Ebbinghaus dio pie al estudio de William James, quien propone
la primera categorizacion formal de la memoria: dividiéndola en memoria primaria
(memoria a corto plazo), que se ocupa Unicamente en el momento presente y no puede ser
evocada; y memoria secundaria (memoria a largo plazo), que puede ser evocada a
voluntad.

Pasando al plano neurobiologico, el psicologo Karl Lashley, companero de Watson,
inicio el estudio de la memoria incorporando el conocimiento que en ese entonces se tenia
del sistema nervioso. Si bien, se conocian diferentes componentes del sistema nervioso,
Lashley propuso que no era posible estudiar y comprender los mecanismos neuronales, sin
integrar a la psicologiaa experimental; de tal forma, €l estudid la asociacion a diferentes
estimulos desde un plano mas biologico. Asi, Lashley postuld que la memoria no se
restringia a una region especifica en el cerebro (Lashley, 1930). Si bien, el trabajo de
Lashley fue uno de los primeros en intentar explicar a la memoria como un engrama, que
residia en un sitio exclusivo del cerebro (donde se “almacenaba” la memoria), ésta vision
fue simplista, ya que su investigacion demostro la ubicuidad del “engrama”.

Un gran avance en el siglo XIX en del estudio del sistema nervioso central (SNC),
fue el conocimiento sobre las areas que participan en la formacion de la memoria. Durante

la década de los 50’s, através del caso Henry Molaison (H.M.), un paciente de 27 afios que
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desde nifio habia sufrido de crisis epilépticas, le extirparon gran parte del l6bulo temporal,
en particular el hipocampo. A pesar de tener una aparente recuperacion normal después de
la cirugia, y de mostrar una memoria intacta para recordar cosas que ocurrieron antes de la
operacion; H.M. fue incapaz de poder aprender/adquirir nueva informacién por largo plazo.
La psicologa Brenda Milner, se dedicod a estudiar este caso, mediante diferentes pruebas
que aplicé al paciente H.M. y encontr6 que la memoria a corto plazo habia quedado intacta,
al igual que la memoria de procedimientos; sin embargo, H.M. fue incapaz de recordar
hechos o eventos que vivio después de la cirugia, sugiriendo que la consolidacion y la
evocacion de memorias declarativas de largo plazo se encontraban en el 16bulo temporal, en
particular en el hipocampo (Kandel & Squire, 2000; Scoville & Milner, 1957). Si bien, los
trabajos de Ebbinghaus y James dieron los primeros indicios de la clasificacion de la

memoria hoy en dia hay nuevas clasificaciones de los tipos de memoria (Figura 1).

Memoria a carto
Memoria inmediata Memoria @ corto

plazo
Us1 L1 segaandos ) (sepundos-minutos) plezo

No declarativa/ Declarativa/
Implicita Explicita

Priming  Procedimientos Aprendizaje no  Aprendizaje oemantica  Episodica

(hébitos) asociativo: asociativo: (hechos) (eventos)
habituacién, clasico,
sensibilizacidén operante

Figura 1. Clasificacion de la memoria; memoria inmediata cuya duraciéon temporal es de milisegundos, memoria a
corto plazo, cuya duracion temporal es de segundo a minutos, también es conocida como memoria de trabajo; por tltimo
memoria a largo plazo cuya duracion es mayor y se divide en dos, memoria no declarativa/implicita y declarativa/explicita
(Modificada del (Purves et al., 2008)).

2.1.1.Memoria inmediata
La memoria inmediata, también conocida como memoria sensorial, es la habilidad que

posee el cerebro de retener informacion por un periodo corto, en la escala de los segundos
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(Purves et al., 2008). Es la memoria proveniente de los sentidos, que perdura mientras se
recibe el estimulo (Myers, 2007).
2.1.2.Memoria a corto plazo

Es la habilidad de retener y manipular por segundos o hasta minutos, es la memoria
que nos ayuda a lograr una meta en particular (Purves et al., 2008). También se le puede
clasificar como memoria de trabajo. La memoria de corto plazo nos ayuda a responder de
manera rapida y eficiente estimulos previamente experimentados. Debido a su corta
duracion y baja capacidad, es Gnicamente Util en el momento que se vive la experiencia.
Esta asociada con la atencidn, el lenguaje, la razon y la solucién de problemas (Bermudez-
Rattoni & Prado-Alcala, 2001).

2.1.3.Memoria a largo plazo

La habilidad de “retener” informacion por dias, meses o afios de manera permanente.
James también definia este tipo de memoria, como la memoria que se guarda sin necesidad
de tener atencion (James, 1884). La memoria de largo plazo es la habilidad que nos permite
tomar ventaja de la experiencia previa para ayudarnos a resolver problemas, por lo tanto,
cualquier estimulo significativo o relevante para la supervivencia puede pasar de memoria
inmediata a memoria a largo plazo o, de memoria de corto plazo a memoria a largo plazo
(Bermudez-Rattoni & Prado-Alcala, 2001; Purves et al., 2008). La memoria a largo plazo
también depende de cambios a nivel neuronal, estos cambios neuronales suelen
considerarse como sindénimos de consolidacion. La consolidacion implica cambios en la
expresion de genes, sintesis de proteinas, asi como otros mecanismos de plasticidad
sindptica para que la memoria persista a través de tiempo (Dudai, 2004; Kandel, Dudai, &
Mayford, 2014; Purves et al., 2008). Se ha sugerido que no hay una éarea o estructura

especifica para que se consolide la memoria, sino que diferentes estructuras forman redes,
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en las cuales se puede observar los cambios a nivel intracelular, asi como cambios
morfologicos y/o de sinapsis (Bermudez-Rattoni & Prado-Alcald, 2001). La memoria se
puede adquirir de forma consciente o inconsciente (memoria incidental). La memoria
incidental se refiere a la informacion adquirida que parece no estar asociada a nada de
manera especifica o determinada (Lubow, 1989). El primero en acufiar este término fue
Edward C. Tolman, a partir de experimentos con ratas ¢l encontrd que es suficiente la
contingencia de estimulos para producir una asociacion. Utilizando el laberinto de Tolman,
tres grupos de ratas se colocaron durante 17 dias en el laberinto: en el primero, las ratas al
llegar al final del laberinto obtenian un reforzador (comida); el segundo grupo o también
llamado de reforzador tardio, fue retirado al llegar al final del laberinto durante los
primeros 10 dias, del dia 11 al 17, el animal obtuvo un reforzador (antes de ser retirado);
por ultimo, el tercer grupo jamas obtuvo el reforzador al llegar al final del laberinto. Al
contrario de lo que se creia, no fue necesaria la presencia de un reforzador para que el
animal llegara al final del laberinto, ya que los tres grupos, con o sin, reforzador realizaron
la tarea en el mismo tiempo. Esto sugirié que existe una memoria incidental, un aprendizaje
que esta “escondido” (Tolman, 1948).
2.2. Aprendizaje

Dependiendo de la disciplina de estudio, el aprendizaje se puede definir segin la
psicologia como un cambio en la conducta relativamente permanente, que resulta de la
experiencia y no es debido a la maduracion, fatiga, drogas y/o enfermedad (Kimble,
Hilgard, & Marquis, 1969); o segiin las neurociencias como los cambios neuronales que
codifican eventos o experiencias en el cerebro, dichas experiencias pueden ser adquiridas
de forma intencional o incidental (Berman, Hazvi, Neduva, & Dudai, 2000). Por lo tanto, el

aprendizaje se refiere a procesos de comportamiento, que se pueden medir mediante
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cambios en la conducta, a los que subyace la plasticidad neuronal; asi como también
alteraciones neuronales o sindpticas que correlacionan con cambios en el rendimiento
conductual (Roediger III et al., 2007). El aprendizaje indica que una memoria adquirida fue
consolidada, por lo tanto, puede ser evocada produciendo un cambio en la conducta (Myers,
2007). El aprendizaje, en términos de la psicologia, se ha clasificado dependiendo de la
relevancia y de la forma en la que se aprende, se ha clasificado en dos grandes tipos de
aprendizaje, el aprendizaje no asociativo y el aprendizaje asociativo.
2.2.1.Aprendizaje no asociativo

El aprendizaje no asociativo resulta de la exposicion unica o repetida hacia un estimulo
que deriva en cambios en la conducta, dando como resultado la caracterizacion de esté
estimulo en el SNC. Este aprendizaje se encuentra conservado evolutivamente, por lo tanto,
tiene una importancia en la supervivencia. A su vez el aprendizaje no asociativo se divide
en dos: la habituacion y la sensibilizacion. La habituacion, es el decremento o disminucion
en la respuesta hacia un estimulo generalmente inofensivo que se ha presentado varias
veces; por ejemplo, “acostumbrarse” al ruido del refrigerador (Jessell, Kandel, &
Schwartz, 2000). La sensibilizacion, es un incremento en la respuesta producida por un
estimulo que fue presentado de forma reiterada y cuya consecuencia fue nociva; por
ejemplo, una mayor respuesta a un estimulo tactil, después de haber recibido un estimulo

nociceptivo (Myers, 2007).

2.2.2.Aprendizaje asociativo
El aprendizaje asociativo es la capacidad que tienen los seres vivos para establecer una

asociacion entre dos o mas estimulos que pueden cuantificarse (medible). Dicha asociacion
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depende fundamentalmente del tiempo o intervalo de presentacion entre los estimulos. A su
vez, se divide en el condicionamiento clasico y el condicionamiento operante.
2.2.2.1.Condicionamiento clasico

A principios del siglo XX el fisidlogo Ruso Ivan Pavlov, se encontraba estudiando las
glandulas salivales de los perros, midiendo el flujo de salivacion de los animales al
presentarles comida, sin embargo, al mismo tiempo que les presentaba la comida, sonaban
las campanas de la iglesia. Pavlov observd que los animales salivaban al escuchar las
campanas en ausencia de la comida (Pavlov, 1927). Pavlov gand el premio Nobel en
medicina en 1904, por su trabajo en las glandulas digestivas. Sin embargo, Pavlov no solo
gano6 el premio Nobel, sino que gracias a su observacion cuidadosa de la asociacion de la
presentacion de la comida con las campanas de la iglesia, y a la respuesta de salivacién que
el animal presentaba, se empez6 a estudiar el condicionamiento asociativo o clasico. El
aprendizaje asociativo es cuando dos estimulos se asocian para dar una respuesta
anticipada; es decir un estimulo incondicionado (EI) que produce una respuesta
incondicionada o innata (RI), es asociado a un estimulo, que originalmente era
irrelevante, llamado estimulo condicionado (EC), resultando en una asociacion, y
provocando una respuesta condicionada (RC) (Myers, 2007). En el caso de Pavlov el EI
era la presentacion de la comida, que producia una RI de salivacion, al presentarse
repetidamente la comida (EI) al mismo tiempo que el sonar de las campanas (EC), se
establece una asociacion entre el EC y el EI de tal manera que después la sola presentacion
del EC produce una RC.

El condicionamiento clasico tiene caracteristicas especiales, la respuesta es una
respuesta involuntaria o autébnoma que no esta bajo el control del sujeto y en cuanto a la

asociacion de estimulos, los estimulos condicionados siempre anuncian a los
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incondicionados y por ende deben poderse asociar de manera bioldgica. Por ejemplo, seria
dificil que un choque eléctrico produjera una asociacion aversiva a un sabor (Myers, 2007).
2.2.2.2.Condicionamiento operante o instrumental

Los estudios de Pavlov tuvieron gran influencia sobre el psicologo estadounidense
Edward Thorndike, quien cred la caja de solucion de problemas para los roedores, en estas
cajas los animales se quedaban atrapados dentro de ella y podian escapar mediante acciones
simples, p. ej. jalar una cuerda, teniendo como motivacion el olor de comida que provenia
de afuera de la caja. En estos experimentos, Thorndike observd que los animales tardaban
menos en salir de la caja al tener un estimulo motivacional. Thorndike postuld la ley del
efecto; cualquier situacion que de como consecuencia un efecto satisfactorio se hara mas
probable en el futuro, estd ley propone que el aprendizaje se da por ensayo y error.
Posteriormente, B.F. Skinner trabajé con palomas con condiciones similares a la caja de
solucion de problemas de Thorndike, y encontrd que para aumentar o disminuir la conducta
se requerian diversos factores, entre ellos el numero de sesiones de entrenamiento, asi
como el tipo de reforzador (positivo o negativo) o castigo que se les aplicaban a los
animales para incrementar o disminuir la conducta. Tanto Thorndike como Skinner
estudiaron el condicionamiento operante o instrumental. El condicionamiento o aprendizaje
operante, es mas complejo que el clasico y tiene diversas caracteristicas, la respuesta debe
ser voluntaria ya que controla al ambiente. La asociacion se establece entre la respuesta y la
consecuencia de esta respuesta, es decir el reforzador o el castigo, por lo tanto el organismo
genera una expectativa a la respuesta aprendida. La conducta se incrementa si es seguida
por un reforzador o, disminuye si se aplica un castigo, aunque el efecto del castigo es mas

impredecible (Myers, 2007).
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Ambos tipos de paradigmas, el condicionamiento clasico y el operante, constan de
varias fases 1) adquisicion: es la fase de asociacion entre estimulos o entre la respuesta y el
reforzador, 2) extincion: el decremento de la respuesta condicionada, debido a la ausencia
del estimulo condicionado o del reforzador y 3) recuperacion espontanea: la reaparicion de
la respuesta condicionada, después de la fase de extincion. Hay estimulos discriminativos,
que le permiten al sujeto identificar cuando se debe de dar la respuesta y cuando no, a estos
procesos se les conoce como generalizacién y discriminacion. La generalizacion: la
respuesta similar hacia un estimulo parecido a otro estimulo previamente asociado a un
estimulo condicionado o a un reforzador. La discriminacion: la habilidad de distinguir entre

un estimulo semejante a un estimulo condicionado y/o a un reforzador particular (Figura

2).
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Figura 2. Etapas o procesos del condicionamiento clasico u operante; a menor tiempo mayor fuerza de asociacion,
a menor tiempo menor fuerza de asociacion. 1. Adquisicion, es la primera etapa del condicionamiento, en el clasico es
cuando el EC se asocia al EI, en el condicionamiento operante, es la fuerza de asociacion que tiene el reforzador o castigo
con la respuesta. 2. Extincion, el decremento de la respuesta condicionada, en el condicionamiento clasico cuando el EC
no es seguido por el EI, en el operante cuando una respuesta no es reforzada. 3. Recuperacion espontanea, la reaparicion
después de un tiempo de una respuesta previamente extinta. 4. Extincion, el decremento de la respuesta (modificada de
(Myers, 2007))

2.3.Plasticidad cerebral
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La plasticidad es la capacidad que tiene el SNC para modificar su propia organizacion,
estructura y funcionalidad (Bach-y-Rita, 1994). La plasticidad sinaptica incluye
modificaciones en las conexiones entre neuronas que producen cambios en la conducta, por
otra parte, se considera que a la memoria a largo plazo la subyacen cambios morfoldgicos y
estructurales en los circuitos neuronales. Por afios se ha planteado que el refuerzo en la
conectividad de las neuronas puede ser un mecanismo de la plasticidad cerebral y también
de la memoria a largo plazo (Ramon y Cajal, 1894). En 1940, Donald Hebb propuso que la
memoria a largo plazo requiere de la activacion y el fortalecimiento de la pre y la post-
sinapsis, acufiando el termino ensamble neuronal, a la representacion celular de la memoria
a largo plazo, como conjuntos neuronales en diferentes regiones del cerebro (Hebb & Hebb,
1949). Si bien, el término engrama ya lo habia usado Lashley una década antes, no se ha
podido demostrar que el engrama o trazo neuronal sea una representacion estatica en una
estructura especifica del cerebro, sino es una representacion espacio-temporal que se
modifica con la experiencia, y que involucra a diversas estructuras. La plasticidad sindptica
es el proceso bioldgico mediante el cual patrones especificos de actividad sindptica resultan
en cambios en la fuerza sinaptica y se cree que contribuyen al aprendizaje y la memoria.
Tanto los mecanismos presindpticos como los presindpticos pueden contribuir a la
expresion de la plasticidad sinaptica (Asok, Leroy, Rayman, & Kandel, 2019). En la década
de los 70s se descubri6 la potenciacion a largo plazo (LTP) en donde a mayor eficacia de
la transmision pre-sinaptica y la mayor excitabilidad post-sinaptica, se postula como el
sutrato de la memoria a largo plazo. Tanto la plasticidad sinaptica como la memoria a largo
plazo requieren de la activacion del receptor glutamatérgico ionotrdpico tipo NMDA; ya

que su activacion es necesaria para la consolidacion de la memoria, como para el LTP,
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dicha activacion produce cambios intracelulares, como la sintesis de proteinas y
transcripcion de genes (Tonegawa, Pignatelli, Roy, & Ryan, 2015).
2.4.Actualizacion de la memoria (inhibicion latente)

La formacion de la memoria no es un proceso lineal, mas bien es dinamico y diferentes
procesos secuenciales interactuan entre ellos como: adquisiciéon de la informacion,
consolidacién, memoria a corto y largo plazo, desestabilizacion, evocacion, actualizacion e
integracion de diversos tipos de memorias (Kandel et al., 2014). La actualizacion de la
memoria es el proceso por el cual una nueva informacion adquirida es comparada con la
previamente, procesada, de tal forma que la experiencia mas relevante se reintegra y se
estabiliza, para formar una memoria actualizada (Bermudez-Rattoni & McGaugh, 2017).
La consolidaciéon de la memoria, es un proceso de transformacién de la experiencia, a
través del tiempo, este proceso depende de la modificacion celular en el SNC, donde se
“agrega” nueva informacion a la previamente existente (Dudai et al., 2015). Una manera de
poder evaluar la actualizacion de la memoria es a través de la IL. Otra forma de definir a la
IL, es como un pobre desempefio en el aprendizaje como resultado a una exposicioén a un

estimulo de forma pasiva (Lubow, 1989).

La IL es un paradigma que puede considerarse de interferencia, definido como un
proceso donde la preexposicion decrementa la relevancia al estimulo, o bien, decrementa la
atencion y por lo tanto disminuye la asociacion a posteriori (Lubow, 1965; Lubow &
Moore, 1959). La IL se toma como un paradigma de interferencia proactiva, que afecta el
aprendizaje futuro (Bouton, 1993). A través de la IL se puede evaluar la memoria incidental
o memoria apetitiva de un estimulo no asociado de manera especifica o identificable

(Dudai, 1989). La IL surge de la teoria del aprendizaje latente, esta teoria se origind en los
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afios 30 con Tolman. En los afios cincuenta Lubow & Moore intentaron utilizar el concepto
de aprendizaje latente en una tarea cldsica con cabras. Si bien, hasta ese momento se habia
replicado de forma satisfactoria el laberinto de Tolman y el mapa cognitivo, tanto en ratas
como en humanos, el aprendizaje latente se habia realizado con tareas instrumentales. Ellos
hicieron un andlogo del aprendizaje latente con una tarea clasica. Utilizando cabras y
borregos entrenados en la tarea de flexor de pata; al presentar un estimulo audiovisual se
aplicaba un choque eléctrico en la pata, de tal manera que los estimulos audiovisuales
producian una flexion en la pata. Al contrario de lo que se esperaba, cuando los animales se
exponian previamente al estimulo audiovisual, disminuia la capacidad de asociarlos con el
choque eléctrico. A este fendémeno se le llamo IL, ya que originalmente se queria demostrar
el aprendizaje latente e inhibicion por el decremento que se producia en la asociacidon
futura. La preexposicion no reforzada a un estimulo, juega un papel muy importante
durante el aprendizaje debido a que se vuelve familiar y esta familiaridad resulta en que se
le presta menor atencion, disminuyendo la probabilidad de una asociacioén futura a un EC

(Lubow & Moore, 1959; Lubow, Weiner, & Schnur, 1981; Mackintosh, 1971).

Hay tres variables que caracterizan a la IL, la duracion de la preexposicion, que se
refiere al tiempo que transcurre entre la preexposicion y la presentacion del EI asociado al
EC, la temporalidad, que no debe exceder las 48 horas (Lubow & Siebart, 1969; Suboski,
Di Lollo, & Gormezano, 1964) y el numero de preexposiciones, que varia dependiendo de
la tarea. En pruebas aversivas como el condicionamiento al miedo, con una preexposicion
es suficiente (Ackil & Mellgren, 1968; Berman et al., 2000; Miranda & Bermudez-Rattoni,
2007; Traverso, Ruiz, & De la Casa, 2003). Sin embargo, en tareas mas complejas (p.

ejem., palanqueo) se pueden llegar a necesitar mas de 100 preexposiciones (Halgren, 1974;
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Lubow & Moore, 1959; Reiss & Wagner, 1972; Rescorla, 1971a, 1971b).También son
relevantes la especificidad del estimulo y del contexto (Lubow, Rifkin, & Alek, 1976) pues
es requerido que un estimulo que se utiliz6 durante la preexposicion, sea el mismo que va
ser condicionado, si hay un cambio en el estimulo o en el contexto no se observara la IL
(Lubow & Moore, 1959). Por ejemplo, si hay un cambio en la concentracion de sacarosa
durante la IL del condicionamiento de aversién al sabor (CAS), el animal disminuira la
respuesta aversiva al sabor, a pesar de ser un sabor familiar (Metzger & Riccio, 2009). Por
otro lado, el contexto bajo el cual se expone el estimulo la primera vez tiene un rol
fundamental; si hay un cambio en el contexto del dia de la preexposicion al de la
adquisicion y del de la adquisicion al de la evocacion no se produce la IL (Albert & Ayres,
1989; Escobar, Arcediano, & Miller, 2002; Pearce & Hall, 1980). En algunos estudios se
ha observado que no es solo la especificidad del estimulo o del contexto, también la hora
del dia y la fase del ciclo circadiano juegan un papel importante para la IL (Molero-
Chamizo & Rivera-Urbina, 2017). Por ejemplo, en trabajos controlando los ritmos
circadianos, se ha demostrado que hay condiciones donde un desbalance homeostatico
interrumpe la formacion de la IL (De la Casa, Mena, Orgaz, & Fernandez, 2013).

Por otro lado, también se ha propuesto que durante la preexposicion el estimulo se asocia
a algo inespecifico, lo que genera una condicidon excitatoria o inhibitoria el dia de la
adquisicion, lo cual interfiere con un nuevo aprendizaje. En la IL surgen dos teorias de
atencion; por un lado, se plantea que la preexposicion al estimulo decrementa la atencion al
estimulo preexpuesto. Por lo tanto, la atencién sera mayor cuando se presente el segundo
estimulo, produciendo un decremento en la respuesta del estimulo asociado durante la
posicién y un incremento en la respuesta hacia el EC; a esto se le conoce como condicion

excitatoria. Por otro lado, la preexposicion decrementa la atencion al estimulo que sera
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condicionado, incrementado la inhibicion de la respuesta de éste nuevo estimulo, a esto se le
conoce como condicidon excitatoria (Mackintosh, 1975; Pearce & Mackintosh, 2010; Reiss &
Wagner, 1972; Rescorla, 1971a, 1971b). Por lo tanto, el estimulo preexpuesto facilita o
suprime la respuesta.

Han surgido diversas teorias entorno al fendmeno de la IL, en su mayoria hablan de
filtros de atencion o de competencias durante la asociacion y el aprendizaje (Lubow, 1973;
Lubow et al., 1981) Sin embargo, las teorias mas utilizadas son las siguientes: 1) Inhibicion
condicionada. la preexposicion a un estimulo no produce la respuesta de la asociacion futura.
En esta teoria se propone que la preexposicion produce una condicion excitatoria, esto quiere
decir, que esta preexposicion en lugar de inhibir la respuesta refleja a la nueva asociacion
incrementa esta respuesta (Halgren, 1974; Reiss & Wagner, 1972; Rescorla, 1971a, 1971b).
2) Habituacion o reduccion en la respuesta: la habituacion se puede explicar con dos
estimulos, el A, el preexpuesto, y el B que se tiene que condicionar en el futuro. Si la
variacion en el reforzador es similar a lo que fue en A, entonces habrd un incremento en la
atencion hacia A, en cambio, si la variacioén en la respuesta al presentarse el estimulo B es
incompatible con A, entonces la atencion hacia B disminuye, por lo que la respuesta sigue
siendo similar a A e inversa a B (Mackintosh, 1975). 3) Respuesta por competencia o
competencias de la respuesta en la preexposicion contra la respuesta del condicionamiento:
un estimulo compite por la atencion, si se presentan varios estimulos, uno va a tener una
mayor atencion y los demas tendran un decremento en su atencion. Esta teoria propone que el
organismo tiene limites para atender a varios estimulos, por lo que, durante la competencia de
los estimulos, el que tenga un mayor valor para la supervivencia, sera el que tenga la mayor
atencion. 4) Atencion selectiva o competencia por la atencion (ignorarla): esta teoria surgio

con el aprendizaje de discriminacion en animales, a su vez surgio la teoria de los filtros
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selectivos; donde se pone atencion al estimulo mediante diferentes filtros, y cada filtro
analiza el estimulo. Entre més selectivo sea el filtro menos atencion se le dara al estimulo. La
IL involucra un decremento en la relevancia hacia la RC (Mackintosh, 1971).

La IL se ha estudiado desde un punto neurobioldgico, se han encontrado que diversos
circuitos neuroquimicos implicados. Uno de los neurotransmisores implicados es la dopamina
y noradrenalina, en particular su participacion en sistema mesolimbico juega un papel
importante, asi como los inputs colinérgicos hacia el hipocampo (Baxter, Holland, &
Gallagher, 1997; Mason & Fibiger, 1979; Solomon & Moore, 1975). El hipocampo es
importante para la formacion de la IL, lesiones en esta estructura impiden la formacion de la
IL. Trabajos han demostrado que el hipocampo a través de la actividad colinérgica es
responsable en la relevancia de los estimulos durante la asociacion. Apoyando la teoria de
Mackintosh, Pearce y Hall, lesiones en el hipocampo producian un decremento en la
relevancia del estimulo preexpuesto, impidiendo la IL (Baxter, Bucci, Holland, & Gallagher,
1999; Baxter, Gallagher, & Holland, 1999; Moore & Stickney, 1980). La teoria de la IL se ha
empleado para estudiar la esquizofrenia (Baruch, Hemsley, & Gray, 1988a, 1988b;
Swerdlow, Braff, Hartston, Perry, & Geyer, 1996). El desbalance en el sistema
dopaminérgico es una de las teorias mds empleadas para tratar este desorden. En esta
patologia hay un incremento en la atencidon y no existe un filtro selectivo, por lo tanto, todos
los estimulos son relevantes (Lubow & Gewirtz, 1995; Lubow, Weiner, Schlossberg, &
Baruch, 1987). El desbalance dopaminérgico en sistema mesolimbico estd fuertemente
implicado en patologias, en particular la actividad dopaminérgica proveniente del area
tegmental ventral, esta actividad se ve afectado durante la esquizofrenia (Young, Joseph, &
Gray, 1993). Administracion de anfetaminas y bloqueo de los receptores D2 en pacientes con

esquizofrenia reduce los sintomas (Robinson & Becker, 1986; Solomon et al., 1981). Se ha
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demostrado que la dopamina afecta sistemas de atencion y el bloqueo de este neurotransmisor
en areas corticales o alterando las proyecciones del estriado hacia nucleo accumbens afecta la
IL, via mesolimbica (Broersen, Heinsbroek, de Bruin, & Olivier, 1996). Se ha implicado al
nucleo accumbens como el encargado de prestar atencion al EC, por lo que podria apoyar la
idea de la condicién excitatoria y, por lo tanto, la teoria de la inhibicidén condicionada (Reiss
& Wagner, 1972). Se sabe que el bloqueo de la actividad colinérgica impide la IL (Moore,
Goodell, & Solomon, 1976). Posteriormente encontraron las proyecciones colinérgicas que se
recibian al hipocampo provenientes del prosencéfalo, son necesarias para la IL. Por ultimo, se
ha implicado al sistema noradrenérgico, a este sistema se le ha prestado atencion, se ha visto
que es necesario para la atencion selectiva, y que las ratas con decremento noradrenérgico
tendian a extinguian mas lento, por lo que se considera que este sistema estd implicado en la
IL (Mason & Fibiger, 1979; U'Prichard, Reisine, Mason, Fibiger, & Yamamura, 1980).

Glutamato: uno de los sistemas de neurotransmision implicado en la memoria

2.4.1.Generalidades

La comunicacion neuronal se logra a través de la transmision sinaptica comandada
principalmente por varios neurotransmisores. Uno de los transmisores mas utilizados y
considerado como el principal “excitador” neuronal por el SNC es el glutamato. Ya que
entre el 80-90% de las sinapsis son glutamatérgicas, mediando informacién sensorial,
motora, motivacion, emocién plasticidad sinaptica, asi como participando activamente
durante la formacion de la memoria (Siegel, 1999). También, es importante durante el
desarrollo del sistema nervioso, participa en diversos procesos como la migracion neuronal,
maduracion, refinamiento de las conexiones y diferenciacion (Watkins & Jane, 2006). Asi
Ccomo en procesos neurodegenerativos y patologicos como, epilepsia (Meldrum, Akbar, &

Chapman, 1999) isquemia (Gill, 1994), enfermedades motoras (Nestler, Hyman, &
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Malenka, 2001) y procesos nociceptivos (Hoffmann & Charles, 2018; Vincent, Wang,
Laferriere, Kumar, & Coderre, 2017) entre muchos otros.

El estudio del glutamato empezdé en la década de 1930, sin embargo, solo se
consideraba como un aminoécido que producia deficiencias neurofisioldgicas, asociadas a
la alimentacion. Los primeros estudios que se hicieron fueron en la década de 1940, se
estudié su papel en la epilepsia y en disfunciones del aprendizaje. Inclusive, se creia que su
participacion en el cerebro se debia a su cercania con los aminoacidos en el ciclo de Krebs,
y que su participacion era meramente metabdlica. El glutamato se consider6 como
neurotransmisor después de la década de 1970, en ese momento se conocia la acelitl colina,
norepinefrina y serotonina. No fue sino hasta la 1980 que diversos experimentos con
animales demostraron que el glutamato era un neurotransmisor (Curtis & Watkins, 1960),
ya que cumplia con ciertos criterios como: la liberacién después de una excitacion de las
terminales nerviosas, un sistema de transporte especifico, asi como la presencia de
receptores post-sinapticos a glutamato (Fonnum, 1984).

El glutamato es sintetizado a partir del a-ketoglutarato, que a su vez se forma de
glucosa; por lo tanto, este neurotransmisor forma parte del metabolismo de la glucosa y de
los aminoacidos, siendo el precursor del GABA vy de la glutamina en las células gliales.
Una sinapsis glutamatérgica consiste en la pre-sinapsis, post-sinapsis, hendidura sinaptica y
atrocitos. El glutamato se vesicula y se libera de las terminales pre-sinépticas, en la terminal
post-sindptica hay receptores inotropicos (e-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propionico ((AMPA), Kainato (KA) y NMDA), receptores metabotrépicos de
glutamato (iGIuRs) (mGIuR1-7) (Jessell et al., 2000). Por dltimo, los atrocitos rodean la
sinapsis y contienen transportadores de glutamato (EAAT1/2), asi como transportador de

glutamina (SN1). El glutamato remanente en el espacio intersinaptico es capturado por
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procesos astrociticos a través del transportador EEAT2. Una vez dentro de los astrocitos, el
glutamato reacciona con el amoniaco y forma glutamina, la glia bombea a la glutamina por
el trasportador SN1 y regresa a la pre-sinapsis, y gracias a la glutaminasa, activada por
fosfato, es convertida en glutamato; a este proceso se le conoce como el ciclo de la
glutamina (Levy, Warr, & Attwell, 1998; Obrenovitch & Urenjak, 1997a, 1997b; Siegel,

1999) (Figura 3).
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Figura 3. Vias de glutamato, sintesis y liberacion asi como, tipo de receptores glutamatérgicos. La figura muestra
una sinapsis glutamatérgica, consiste en un terminal nerviosa pre-sinapsis y una columna dendritica post-sinaptica. La pre-
sinapsis contiene vesiculas sinapticas con transportadores de glutamato, mitocondrias con glutaminasa en la terminal
nerviosa, receptores metabotropicos (mGluR 1 y III) y transportadores de glutamato (EAAT?2). La columna dendritica
post-sinaptica contiene receptores de glutamato, tanto ionotrépicos (tipo AMPA, Kainato y NMDA) como metabotropicos
(mGlurl, II y III), y transportadores de glutamato (EAAT3 y EAAT4). Alrededor de la sinapsis hay procesos astrociticos
con glutamato (EAAT1 y EAAT2) y transportadores de glutamina (transportadores SN1), receptores de glutamato e
incluso vesiculas llenas de glutamato (Modificada de (Siegel, 1999)).

2.4.2.Tipo de receptores
Dependiendo de sus caracteristicas moleculares, farmacoldgicas y electrofisioldgicas,

los receptores glutamatérgicos se pueden dividir en ionotrépicos, que son canales i6nicos y
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de transmision rapida y los metabotropicos, que son de transmision lenta y que estan

acoplados a proteinas G y son de transmision lenta (Watkins & Jane, 2006) (Figura 4).
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Figura 4. Tipos de receptores glutamatérgicos. Los receptores AMPA y Kainato, permiten la entrada de Na* y la
salida de K*, mientras que el receptor NMDA, también permite la entrada de Ca>*, que propicia cambios intracelulares de
accion rapida. Por otro lado, los receptores metabotropicos estan acoplados a proteina Gq, Gs y Gi (Modificada de (Siegel,
1999)).

2.4.2.1.Receptores ionotropicos

Los receptores ionotropicos como su nombre los dice son canales idnicos que se
activan al unirse con el glutamato. Se caracterizan por conducir iones potasio (K"), iones de
sodio (Na) y calcio (Ca®"), dependiendo del tipo de receptor. Estan formadas por 4
subunidades, cada subunidad tiene a su vez unos cuatro dominios membrana, tres de ellos
son transmembranales (TMI, TMIII y TMIV) y uno de ellos en intermembrana (TMII).
Extracelularmente, el receptor tiene un extremo amino-terminal que es el sitio de union de
glutamato, mientras que intracelularmente tiene un extremo carbono-terminal con funcion

reguladora (Siegel, 1999). Existen tres tipos de receptores ionotropicos: AMPA, KA y
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NMDA; nombrados por su afinidad/sensibilidad con los agonistas que le dieron el nombre.
Sin embargo, estas subunidades estan codificadas por al menos seis familias de genes: una
familia para AMPA, dos para KA y tres para los NMDAR (Dingledine, Borges, Bowie, &
Traynelis, 1999).
2.4.2.1.1.Receptor AMPA

Es un tipo de receptor glutamatérgico i6nico regulado por ligando, que participa en la
transmision sinaptica rapida, que responde al farmaco AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazol propidnico), tiene cuatro subunidades (GluAl-4). Su activacion produce la
entrada y salida del Na“y K, por lo que es responsable de una rapida transmision sinaptica
excitatoria (Dingledine et al., 1999; Siegel, 1999). En células que necesitan de una
regulacion por Ca®” y no tienen NMDA, los receptores AMPA pueden ser sensibles a Ca”".
En particular, se conoce que el tipo de neuronas con receptores AMPA permeables a Ca®*
carecen de la subunidad GluA2 y se encuentran mayormente en las sinapsis excitadoras de
interneuronas inhibidoras GABAérgicas, mientras que la mayoria de las células principales
expresan receptores AMPA impermeables a Ca*” que contienen la forma editada de GluA2
(Nestler et al., 2001).

2.4.2.1.2.Receptor Kainato

El KA es el tipo de receptor glutamatérgico idnico que responde al acido kainico, al
igual que el AMPA participa en la transmision rapida, tiene un rol menor en la sinapsis,
pero es fundamental para la regulacion de la respuesta en la postsinapsis. Se encuentra
principalmente en las terminales presinapsis, aunque también hay receptores KA en la
postsinapsis. Se encuentra en terminales presindpticas, donde su activacion puede modificar
la liberacion de neurotransmisores, por sus acciones despolarizantes. Dependiendo de la

sinapsis y el grado de activacion, los receptores presinapticos de kainato pueden facilitar o
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deprimir la liberacion del transmisor, y por lo tanto, regulan la liberacion del glutamato y
del GABA teniendo un papel fundamental en la inhibicién/excitacion de la sinapsis. Los
receptores de KA también se encuentran post-sindpticamente en ciertas neuronas, donde
normalmente generan potenciales post-sindpticos bajos, pequefios pero funcionalmente
importantes (Nestler et al., 2001). El KA tiene cuatro subunidades (GluR5-GluR7, KAl y
KA2, son las subunidades funcionales para el KA). El KA induce una respuesta de
desensibilizacion rapida cuando incluye GIuR6, pero una respuesta de desensibilizacion
lenta si incluye GluRS (Duan, Farrell, Guenza, Stein, & Swanson, 1998; Swanson et al.,
1997). Se sugiere que los receptores de KA también pueden ser metabotropicos, iniciando
una cascada de sefializacion de proteina G independiente de su sefializacion ionotdpica
(Sihra & Rodriguez-Moreno, 2013).
2.4.2.1.3.Receptor NMDA

El NMDAR, es un tipo de receptor glutamatérgico y tal vez uno de los receptores mas
estudiados en el SNC. A diferencia del AMPA y del KA, el NMDAR es una proteina muy
compleja, altamente regulada, que se activa mediante la union a un ligando y cofactores,
siendo sensible a voltaje. Su nombre se debe a su gran afinidad con el firmaco NMDA, el
cual es su agonista putativo (Watkins & Jane, 2006). La regulacion se debe a la alta
permeabilidad al Ca®", lo que permite diversos procesos como la plasticidad sindptica, el
aprendizaje y la memoria. En concordancia, también un desbalance en la permeabilidad a
Ca”" deriva en diferentes patologias como la enfermedad de Parkinson y Huntington, la
epilepsia y la esquizofrenia (Watkins & Jane, 2006).

Los NMDAR tienen tres familias de subunidades, NR1 (lo codifica un gen), NR2
(codificado por 4 genes NR2A-NR2D) y NR3 (codificado por 2 genes NR3A y NR3B). La

subunidad NR1 estd siempre presente en la conformacion del receptor, en cambio la
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subunidad NR2 tiene diferentes patrones de distribucion, v.g. la NR2A esta en su mayoria
en el cerebelo, la NR2B y la NR2C, estan distribuidas en el cerebelo, cerebro medio y un
poco en cortezas, finalmente la NR2D en el cerebro medio. La subunidad NR3, esta
distribuida en la médula espinal, corteza para la subunidad NR3A, su distribucion esta en
las neuronas motoras, médula espinal, puente y tallo cerebral (Siegel, 1999).

Los NMDAR tienen varias caracteristicas muy particulares que lo diferencian del resto
de los receptores idnicos, entre ellos, que el potencial de membrana que se requiere para su
activacion es de -50mV, a diferencia del resto de los receptores i6nicos que es de -60 a -70
mV. Esto se debe a que el ibn magnesio (Mg2+) se encuentra bloqueando el poro del canal
y se bloquea (Nestler et al., 2001; Siegel, 1999). Este ion se mueve del canal cuando la
membrana los NMDAR actiian como detectores de coincidencia que pueden detectar la
actividad de muchas entradas sinapticas independientes que convergen en la misma célula
(Lau & Tymianski, 2010). Su activacion requiere que diferentes factores coincidan en el
mismo momento. Al ser altamente permeable a Ca®" su activacion estd bien regulada. El
poro del NMDAR tiene el sitio de union de dos ligandos, el mayor es glutamato y D-serina
o glicina (Jessell et al., 2000), necesita de la liberacion de glutamato que va a despolarizar a
los AMPA y esta despolarizacion produce un cambio en el potencial de membrana, lo cual
va permitir que el Mg®" que tiene un sitio de unién dentro del poro del NMDAR, pierda su
afinidad a dicho sitio de union y permita el movimiento de los iones y con esto la entrada
de Ca*" (Mayer, Westbrook, & Guthrie, 1984). La fosforilacion del NMDAR se puede
dar a través de la proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa C (PKC) y la calcio
calmodulina proteina cinasa II (CAMKII), ya que tiene entre 10% y 70% de sitios de

union para las subunidades NR1 y NR2. La activacion de la PKC potencia la activacion del
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NMDAR, a través de la activacion de los receptores a opidides (Chen & Huang, 1992),
mGIuR1 y mGluR 5 (Aniksztejn, Otani, & Ben-Ari, 1992) y receptores muscarinicos de

Ach (Markram & Segal, 1990) (Figura 5).

Figura 5. La activacion de los NMDAR por voltaje y ligando (glutamato y glicina o D-serina). Dentro del poro del
receptor NMDA, hay concentraciones de Mg', que lo bloquean cuando la célula se despolariza gracias al receptor AMPA
o Kainato (aprox. — 30/~20 mV). Al estar la membrana despolarizada, el receptor cambia su conformacion y sus ligandos

pueden unirse a ¢él. La activacion de los receptores permite la salida de K+ y la entrada de Na+; asi como la entrada de
Ca2+ (modificada de (Nestler et al., 2001; Siegel, 1999)).

2.4.2.2.Receptores metabotropicos a glutamato

Los receptores metabotropicos no conducen iones, sino que activan enzimas
intracelulares a través de proteina G cuando se une el glutamato. Las proteinas G realizan
una funcidn central en el proceso de sefializacion transmembrana en el sistema nervioso.
Estas proteinas fueron nombradas debido a su capacidad de unirse a los nucleotidos de
guanina, guanosina trifosfato (GTP) y guanosina difosfato (GDP) (Nestler et al., 2001). El
término metabotropico se usé para indicar que estos receptores afectan los procesos
bioquimicos celulares y no forman canales i6nicos. Al no formar canales i6nicos, estan
acoplados al sistema de segundos mensajeros, regulados por proteinas G, produciendo una

regulacion sindptica mas lenta (Pin & Duvoisin, 1995). Estos receptores, que se
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caracterizan por siete dominios transmembranales, se acoplan a las proteinas G mediando
los efectos biologicos de la activacion del receptor. Sin embargo, los receptores
metabotrépicos de glutamato, como otros receptores acoplados a proteinas G, pueden
ejercer profundos efectos sobre la funcién neuronal a través de la regulacion de otros
canales i6nicos y segundos mensajeros. Existen tres tipos de receptores acoplados a
proteinas G, los Gq (incrementan la fosfolipasa C (PLC)), Gi (inhiben la adenilato ciclasa)
y Gs (incrementa la adenilato ciclasa) (Watkins & Jane, 2006).

El glutamato tiene la capacidad de activar los tres tipos de receptores Gq y Gi. Los

receptores metabotropicos se dividen en 8 subtipos (mGIluR1-8), y se organizan en tres
grandes grupos mGIuR I, mGluR II y mGIuR III, que se han clasificado de acuerdo a la
homologia de su secuencia de aminoacidos, a los mecanismos de transduccion de sefiales y
a sus propiedades farmacologicas.
Los mGluR del grupo I contiene al grupo mGlurl y al mGlur 5. Estos receptores estimulan
la actividad de la fosfolipasa C (PLC) y la liberacion del Ca® " de las reservas intracelulares
(Heuss, Scanziani, Gdhwiler, & Gerber, 1999).La activacion de las proteinas G activa a la
PLC afectando la cascada rio abajo del Ca®" (Abe et al., 1992). La activacién de la PLC
conduce a la formacion de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y de diacilglicerol, activando la
PKC (Lau & Tymianski, 2010).Al estar acoplados a proteina Gq se incrementa la actividad
de calcio intracelular, que también potencia la actividad de los NMDAR (Bruno et al.,
1995).

Tanto el grupo mGIuRII como el mGIuRIII, usan los mismos mecanismos de la via del
la adenilato ciclasa, inhibiendo la formacién de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y
por consecuencia inhibiendo la actividad de PKA por estar acoplados a proteinas Gi (Pin &

Duvoisin, 1995). Los mGluR del grupo II incluyen a los receptores mGluR2 y mGluR3.
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Estos receptores se encuentran tanto en la pre como en la postsinapsis asi como en las
células gliales (Abe et al., 1992; Lujan, Roberts, Shigemoto, Ohishi, & Somogyi, 1997;
Petralia, Wang, Niedzielski, & Wenthold, 1996; Shigemoto et al., 1997). Dado que el calcio
pre-sindptico es parte fundamental de la neurotransmision, los mGIluRIl, modulan la
neurotransmision a través de su accidon sobre los canales de calcio regulados por voltaje
(Lau & Tymianski, 2010).

El del grupo III incluye los receptores mGluR4 mGluR6 y mGIluR7. Su activacion al
igual que el grupo II da como resultado la inhibicion de la adenilato ciclasa (Nestler et al.,
2001). Al encontrarse en la pre-sinapsis, asi como en la post-sinapsis, su accion es sobre la
regulacion y la liberacion de glutamato (Bradley, Levey, Hersch, & Conn, 1996).

2.4.3.Glutamato en relacion con la plasticidad neuronal

Debido a la gran permeabilidad a calcio, asi como al Na" y K', el NMDAR es uno de
los receptores mas estudiados en relacion con la plasticidad cerebral. E1 NMDAR es un
“detector de coincidencia” que depende de la temporalidad de la union de diversos
factores, 1) despolarizacion de la membrana postsinaptica, 2) la unién del coagonista a su
sitio de union y 3) la remocion del Mg+2 del poro del canal. Asi, la activacion del NMDAR
llevard a un aumento en la entrada de Ca®" y lo que puede resultar en la activacién de
diversas enzimas dependientes de Ca®’, incluidas las proteinas cinasas dependientes de
CAMKII, PKC, fosfolipasa A2, fosfolipasa C, 6xido nitrico sintasa y varias proteasas
(Nestler et al., 2001; Siegel, 1999). Por lo tanto, la activacion del NMDAR puede traducir
senales eléctricas en bioquimicas, que llevan a cambios duraderos en la sinapsis. Entre los
cambios que se han visto a este nivel son la LTP, y la deprsion a largo plazo (LTD)

(Jessell et al., 2000).
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La LTP es, en pocas palabras, un incremento en la transmision sinaptica que persiste
por un tiempo relativamte largo (horas, dias, afios) (Bazzari & Parri, 2019). Para que pueda
ocurrir la LTP se necesita de la activacion de los NMDAR, con todos los cambios
intracelulares que se producen por la entrada de Ca®*, cambiando el trafico del receptor
AMPA, este cambio produce un aumento de los receptores AMPA en la membrana post-
sinaptica (Jessell et al., 2000). La actividad de los receptores AMPA incrementa la
despolarizacion de la membrana y en consecuencia aumenta la probabilidad de activacion
de los NMDAR (Siegel, 1974; Siegel, Agranoff, Albers, Molinoff, & Wolf, 1996). El
aumento en la actividad del NMDAR produce un mantenimiento de la LTP, que genera
sintesis de proteinas, e incrementa las espinas dendritica (Bazzari & Parri, 2019). El
bloqueo con el antagonista a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico (APS),
impide la LTP no solo en el hipocampo (Volianskis et al., 2015), sino también en
estructuras como la CI (Escobar, Chao, & Bermudez-Rattoni, 1998; Rodriguez-Durdn &
Escobar, 2014; Rodriguez-Duran, Martinez-Moreno, & Escobar, 2017). Por otra parte,
cuando hay activaciones mas débiles hacia los NMDAR, se produce una LTD. La baja
estimulacion de la neurona produce una disminucion en la entrada de Ca®” y una regulacién
a la baja de los receptores AMPA (Nestler et al., 2001) (Figura 6).

Si bien lo receptores ionotrépicos a glutamato (AMPA y NMDA) han sido los mas
estudiados durante la LTP y la LTD, diversos estudios también han mostrado la
participacion de los receptores metabotropicos. En el caso de la LTD se ha encontrado la
participacion de los receptores metabotropicos mGluR1-5, asi como de los receptores
metabotrdpicos canabinoides (CB1), los cuales actiian en la presinapsis decrementando la

liberacion del glutamato (Bazzari & Parri, 2019).
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Figura 6. Mecanismos de induccion y expresion del LTP y LTD, dependientes de la activacion del receptor de
NMDA post-sindptico que conduce a un aumento de Ca® "y la activacion de CaMKII. La insercion del receptor de AMPA
en la membrana post-sinaptica es un mecanismo principal que subyace a la expresion de LTP. El LTD dependiente del
receptor de NMDA se desencadena por una modesta entrada de Ca2 + a través de los canales del receptor de NMDA post-
sinaptico que conduce a aumentos en la actividad de la proteina fosfatasas calcineurina y la proteina fosfatasa 1 (PP1). El
mecanismo de expresion primario implica la internalizacion de los AMPAR post-sinapticos (modificada de (Nestler et al.,
2001)).

2.5.Aprendizajes emocionales
2.5.1.Valencia

Las reacciones emotivas se han conservado durante la evolucién, y tienen un gran
impacto en la conducta y en la respuesta a los eventos ligados a la supervivencia. Las
emociones se definen como el conjunto de respuestas fisiologicas, detectadas por el
cerebro, ante ciertos cambios en el ambiente (Jessell et al., 2000). Desde el punto de vista
evolutivo, las emociones son respuestas a los estimulos externos necesaria para la
supervivencia, permiten responder a ciertos estimulos de forma répida y acertada (Darwin,
1872). Las emociones se dividen en dos; las autdbnomas o inconscientes y las voluntarias o
conscientes. Las emociones inconscientes, son la que producen un cambio en la respuesta

fisiologica, por ejemplo, incremento en la respuesta cardiaca al ver un perro. Las emociones
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conscientes, también llamadas sentimientos, a menudo (pero no siempre) acompafian estas
respuestas corporales. Las emociones conscientes o voluntarias son las percepciones
“conscientes” de las respuestas emocionales, los sentimientos son memorias que nuestro
cerebro crea para representar los fendmenos fisioldgicos generados por el estado
emocional, éstas emociones estan presentes Unicamente en los seres humanos. Las
emociones son automaticas, en gran medida inconscientes, las respuestas conductuales y
cognitivas desencadenadas cuando el cerebro detecta un estimulo significativo cargado

positiva o negativamente (Jessell et al., 2000).

Estimulo
¢Qué tan relevante es?
| 5 1

¢ ©

No Si 3

’
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‘ ‘ (-) neutro (+)
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Figura 7. Teoria del procesamiento de los estimulos (modificada de (Tye, 2018)).

En este trabajo se utilizard el término operacional de carga o estado emocional como
el estado-interno después de la presentacion de un estimulo, que produce una conducta
motivada, puede ser apetitiva (incremento en la respuesta para obtener un reforzador), o
aversiva (un decremento en la respuesta, para evitar un castigo). La relevancia del estimulo
depende del valor y de la intensidad: la intensidad se refiere al estado homeostatico interno
de cada individuo, por ejemplo; el estar en un estado de hambruna producird un incremento
en la busqueda e ingesta de alimento; el valor, se refiere la importancia que cada estimulo
externo tenga en el individuo, es dependiente del contexto (Berridge, 1999; Tye, 2018). El

cerebro tiene la capacidad de filtrar los estimulos importantes de los no relevantes, de este

Pégina 41 de 141



modo se da una respuesta rapida al entorno dindmico en el que vivimos (Tye, 2018).
Ciertos estimulos tienen una valencia inherente, esto quiere decir que no necesitan ser
asociados con otro estimulo. Por lo tanto, hay estimulos con una valencia positiva
(estimulos apetitivos) o valencia negativa (estimulos aversivos) inherente. El término
valencia se refiere a una sefial sensorial, ya sea interna o externa, que produce una respuesta
puntual en el momento que se presenta (Figura 7). Estimulos con valencias innatas o
inherentes producen una “carga emocional”, las emociones son respuestas derivadas del
ambiente que producen cambios en el nivel de activacion del sistema nervioso central como
un incremento en la excitacion cortical y por ende la atencion, la formacion de la memoria

y la toma de decisiones, asi como el sistema endocrino y autébnomo (Jessell et al., 2000)

.
(Figura 8).
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Figura 8. Respuestas asociadas con el miedo: Control neuronal de las respuestas emocionales a estimulos externos
procesados por los sistemas sensoriales que convergen con areas de procesamiento emocional. Las proyecciones de los
sistemas de procesamiento de emociones a las regiones hipotalamicas y del tallo cerebral activan las células efectoras que
controlan la expresion de las respuestas fisiologicas, incluida la accion esqueleto muscular, la actividad del sistema
nervioso auténomo y la liberacién hormonal (modificada de (Jessell et al., 2000)).

El estudio de las emociones desde la fisiologia inici6 a finales del siglo XIX con

William James, quien plante6 la teoria que proponia que cada emocion (enojo, miedo,
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alegria) tiene un patron Unico que activa una respuesta corporal, controlada por el cerebro;
por ejemplo, al correr a causa de un perro, se acelera la respuesta cardiaca, y esté
incremento fisiologico produce el “sentimiento” de miedo (James, 1884, 1894). James
propuso que la corteza del cingulo se conectaba con el hipotdlamo a través de los cuerpos
mamilares y hacia el ntcleo dorsal anterior del tdlamo, que a su vez proyecta al giro
cingulado. Posteriormente la informacion viaja a través del fornix hacia el hipotalamo, este
circuito proyecta a la corteza y es necesario para el control de las emociones, y es conocido
como el circuito de Papéz. Estudios posteriores con monos mostraron que lesiones en la
corteza prefrontal tenian conductas agresivas, asi como conductas sexuales exacerbadas:
Otras investigaciones, encontraron que lesiones en diferentes areas de la corteza prefrontal,
producian un deterioro en las emociones sociales y los sentimientos (Jessell et al., 2000).
En humanos lesiones en la corteza prefrontal, producen una incapacidad para seguir reglas,
inestabilidad financiera, laboral y personal, asi como juicios morales defectuosos (Bechara,
Tranel, & Damasio, 2000; Damasio, 2000; Damasio et al., 2000; Semendeferi, Lu,
Schenker, & Damasio, 2002).

Papéz no incluyd diversas estructuras como la corteza orbitofrontal y prefrontal, asi
como las partes ventrales de los ganglios basales, el niucleo medio dorsal del tdlamo, el
hipocampo y la amigdala, ahora es reconocido que estas estructuras son parte del sistema
limbico y necesarias en el procesamiento de las emociones (Figura 9). Otra estructura que
no pertenece al sistema limbico es el tallo cerebral, contiene a los pares craneales que
reciben la informacion sensorial de las periferias y de las cortezas, también recibe
informacion motora mandando informacidon descendente (Jessell et al., 2000; Parvizi &

Damasio, 2001; Purves et al., 2008).
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Figura 9. El sistema limbico incluye estructuras que procesan informacion sensorial, asi como estructuras
encargadas con la toma de decisiones. Entre las estructuras implicadas procesamiento de las emociones, se encuentran el
cuerpo calloso, giro cingulado, y corteza prefrontal, en particular la cPF orbitofrontal y medial, ganglios basales,
hipotalamo, hipocampo, fornix, tracto mamilotalamico, talamo, cuerpos mamilares y amigdala (Modificada del (Purves et
al., 2008)).

2.5.2.Circuitos de procesamiento de los estados emocionales

Se cree que los elementos cognitivos en las emociones, que llamamos estados de
sentimiento en humanos, estan mediados por vias que proyectan a la corteza cerebral y que
se originan en la musculatura del cuerpo y los érganos internos, por un lado, y de la
amigdala, por otro lado (Jessell et al., 2000). Cualquier estimulo externo que sea percibido
por cualquier sistema exteroceptivo (olfato, gusto, tacto, oido y audicién) puede
desencadenar una serie de cambios en el sistema nervioso (Damasio & Carvalho, 2013).
Cambios en la homeostasis corporal (hambre, sed, suefio, temperatura) son los primeros en
ser detectados por el sistema nervioso, existe un sistema interoceptivo, son estructuras
encargadas de cesar éstos cambios corporales; la mayor parte de los estimulos pasan por;
primero por el tallo cerebral, llegando a el nervio vago por la l&mina | de la medula

espinal, pasando por el nucleo del tracto solitario (NTS), area postrema, nucleo
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parabraqueal (NPB), area ventral tegmental (VTA), sustancia nigra, nucleo rojo,
sustancia gris periaqueductal (PAG), coliculos superiores e hipotdlamo, involucrando al
sistema monoadrenérgicos (Damasio, 2000; Panksepp, 1998). Trabajos recientes han
demostrado que estructuras corticales como la CI, corteza del cinglo anterior y corteza
somatosensorial estdn intimamente conectadas con este circuito debido a las proyecciones
que tienen con el NTS, area ventral tegmentada y ndcleo parabraquial (Craig & Craig,
2009; Rainville, Duncan, Price, Carrier, & Bushnell, 1997; Shackman et al., 2011). Sin
embargo, no todas las estructuras ni todos los circuitos participan en todos los estados
emocionales. Las emociones mas “primitivas” se relacionan al PBN, NTS, PAG,
hipotalamo y tallo cerebral; en cambio las mas reciente evolutivamente hablando estan en

las cortezas (Figura 10).

Corteza cerebral

Tallo cerebral Hipotalamo

Cuerpo l

Estimulo extereoceptivo paullemg Estimulo visceral R

Figura 10. Vias encargadas de la deteccion y mapeo de la homeostasis y sistema limbico. Dos vias principales
transmiten informacién del medio interno y las visceras al SNC. La via de la lamina I con fibras C y A8 provenientes de
cada area del cuerpo y que transportan informacion relacionada con de los cambios homeotéaticos. Esta via converge en la
lamina | (asta posterior de materia gris de la médula espinal y el nicleo del trigémino). Desde aqui, las neuronas
secundarias ascienden y se proyectan a centros homeostaticos del nicleo tracto solitario (NTS), nicleo parabraquial
(PBN) y la substancia gris periacueductal (PAG). Estos centros estan intimamente interconectados y proyectan hacia la
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corteza (principalmente la insula posterior) a través del tdlamo. La informacion recopilada en la insula posterior se
proyecta rostralmente a la insula anterior, que a su vez proyecta a la corteza orbitofrontal. Algunas fibras de la via de la
lamina | proyectan directamente hacia la insula (a través del tdlamo), sin pasar por el tallo. El nervio vago transporta
informacion desde las visceras hasta el NTS, que luego se proyecta a la PBN, PAG e hipotalamo. Cada una de estas
estructuras también se proyecta directamente a la corteza insular a través del tdlamo. La comunicacidnextensa entre la
lamina | y las vias del vago permite la formacion de mapas integrados de estados corporales. El area postrema detecta
directamente el medio interno y esta intimamente conectado al NTS y a coliculos superiores (Modificada de (Damasio &
Carvalho, 2013)).

El nervio vago, en el tallo cerebral es el encargado de procesar toda la informacion
sensorial y de cambios homeostaticos (Damasio, 2000; Parvizi & Damasio, 2001);
posteriormente en el PBN y PAG continua la integracion de la informacién, y dependiendo
de la importancia para la supervivencia la complejidad del procesamiento recluta diferentes
areas. Los coliculos superiores son otra area de interées, debido a que reciben informacion
de tipo visual, auditiva y somatosensorial (Stein, Spencer, & Edwards, 1984).

Estudios recientes han propuesto a la ClI como el area de integracion interoceptiva y el
procesamiento de sentimientos tanto aversivos como apetitivos (Damasio, 2000; Naqvi,
Gaznick, Tranel, & Bechara, 2014; Naqvi, Rudrauf, Damasio, & Bechara, 2007), la lesion
de esta area produce un decremento en la integracién de estimulos aversivos asi como del
aprendizaje asociativo (Bermudez-Rattoni, 2014; Naqgvi et al., 2007; Uddin & Menon,
2009). La CI conecta con la corteza del cingulo anterior, implicada en la integracion de la
relevancia de los estimulos y en la atencion, asi como con el control motor (Menon &
Uddin, 2010). La ClI, también tiene conexiones con la corteza somatosensorial primaria
(S1) y la corteza somatosensorial suplementaria (SIl), a pesar de que las lesiones de
estas dos ultimas cortezas o de la Cl no alteran la expresion o integracion de las emociones
ni en humanos ni en roedores, si alteran la ejecucion de movimientos. Por ultimo, la corteza
prefrontal es parte del circuito regulador de los estados emocionales, si bien también
participa en la memoria de trabajo, es por lo tanto l6gica su participacion en la ejecucion de

las respuestas emocionalmente motivadas (Semendeferi et al., 2002). De forma particular,
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la corteza orbitofrontal se ha caracterizado por su papel en la toma de decisiones con
“carga emocional” tanto en primates humanos como primates no humanos (Bechara,
Damasio, & Damasio, 2000; Bechara, Tranel, et al., 2000).

Es importante aclarar que la informacion percibida que origina una respuesta
emocional se puede asociar a diferentes estimulos externos, dicha asociacion produce un
aprendizaje, dependiendo del valor emocional del estimulo, negativo o positivo, aversivo o
apetitivo respectivamente (Beyeler et al., 2018; Tye, 2018).

2.5.3. Aprendizaje apetitivo y aversivo: CAS, Eln, IL

La informacién adquirida a través de la experiencia puede representar a varios
estimulos que son inherentemente apetitivos o agradables, y que poseen una valencia
positiva; asi como estimulos que son inherentemente aversivos y tienen un valor o
“valencia” negativa (Namburi, Al-Hasani, Calhoon, Bruchas, & Tye, 2016), que pueden ser
asociados, a otros estimulos neutrales o de diferente valor, a través de aprendizajes. Desde
el punto de vista evolutivo aprender qué comer y evitar las toxinas es fundamental para la
supervivencia. En el laboratorio una tarea que se emplea para evaluar la capacidad de
aprender que un sabor o un alimento es potencialmente toxico es a través del CAS. En este
paradigma los animales aprenden a evitar un sabor, cuya valencia innata es apetitiva, pero
que se combina con un malestar visceral, cuya valencia innata es aversiva, el evitar el
consumo de este alimento protege a los animales contra el consumo de venenos o toxinas.
La palatabilidad del sabor (EC) cambiara de valencia positiva a negativa debido a la
asociacion con un malestar visceral (Bermudez-Rattoni, Ramirez-Lugo, Gutiérrez, &
Miranda, 2004; Lin, Arthurs, & Reilly, 2017). En la naturaleza, este aprendizaje asociativo
ocurre al ingerir alimentos venenosos que incluyen nutrientes con un sabor particular y

contenido toxico en el mismo articulo comestible; sin embargo, en el laboratorio, estos
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componentes generalmente se presentan por separado para permitir el analisis experimental
(Lin et al., 2017). Por lo tanto, el sabor (EC) puede presentarse horas después del malestar
gastrico (EI), este intervalo inter estimulo (IIE) permite la disociacion de la adquisicion
de EC de la asociacion EC-EI y permite el analisis de fases de aprendizaje independientes,
ofreciendo ventajas significativas para la investigacion de mecanismos de aprendizaje
asociativo (Schafe, Sollars, & Bernstein, 1995).

Otro modelo empleado para el estudio de la formacion de memoria es la Eln, donde el
animal aprende a inhibir la tendencia natural de explorar un contexto determinado, para
evitar un estimulo aversivo (Izquierdo et al., 2006).

El aprendizaje apetitivo al sabor se ha estudiado utilizando en varios modelos, por
ejemplo, la atenuacion a la neofobia, donde la presentacion repetida a un sabor novedoso
incrementa el consumo observado inicialmente y por lo tanto incrementa la respuesta
apetitiva después de un consumo disminuido por el miedo a lo nuevo (Domjan, 1976). Otro
modelo empleado es la IL, que se define como una disminucidon en el rendimiento de
aprendizaje que resulta de la preexposicion no reforzada del estimulo que posteriormente
serd condicionado (Lubow & Moore, 1959). Como se menciond en apartados anteriores, a
través de la IL se puede evaluar la memoria incidental o memoria apetitiva de un
estimulo no asociado de manera especifica o identificable (Dudai, 1989). Una estructura
que ha sido estudiada en aprendizajes tanto apetitivos como aversivos ha sido la CI
(Bermudez-Rattoni et al., 2004). La CI como se describira en la seccion siguiente tiene un
papel de procesamiento de informacidn visceral, interoceptiva, exteroceptiva y emocional
(Bermudez-Rattoni, Okuda, Roozendaal, & McGaugh, 2005; Bures, Bermudez-Rattoni, &
Yamamoto, 1998; Yamamoto, Azuma, & Kawamura, 1984).

2.6.Corteza insular (CI)
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2.6.1.Generalidades

La CI se encuentra en primates, debajo del surco lateral de cada hemisferio, por lo que
su nombre viene del latin “isla”. La CI también se considera como un l6bulo separado y
ocupa el 2% del total de la superficie cortical. Es la primera area de la corteza cerebral en
desarrollarse y comienza a la sexta semana del desarrollo fetal (Afif, Bouvier, Buenerd,
Trouillas, & Mertens, 2007). Su ubicacién en roedores, es por encima del surco rinal,
expuesta en la superficie del hemisferio lateral (Aleksandrov & Fedorova, 2003). La CI es
una neocorteza, a pesar de que la capa IV esta casi ausente, y que las capas II y III no estan
diferenciadas. En cuanto a su extension en direccion rostro-caudal abarca de la corteza
frontal lateral a la corteza perirhinal, y en su direccion dorsoventral desde la corteza
somatosensorial secundaria hasta la corteza piriforme (Paxinos & Watson, 2006). Se puede
dividir de forma macroscoOpica en anterior y posterior utilizando la fisura rhinal (Uddin &

Menon, 2009) (Figura 11).
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Figura 11. A. Cortes coronales a diferentes niveles de la CI con respecto a bregma. B. Subdivisiones y
comunicacion interna de la CI, agranular (alC), disgranular (dIC), granular (gIC), agranular anterior (alICA), agranular
posterior (aICP), agranular dorsal (alCD), agranular ventral (aICV). C. Esquema simplificado de las conexiones de la CI:
flechas grises conexiones reciprocas aferentes y eferentes; flechas negras conexiones aferentes. Las areas sensoriales en
color gris, en color morado areas cognitivas, en color rosas areas del sistema limbico, en color azul areas del sistema
recompensa, motivacion o defensa y por ultimo en amarillos areas de modulacion cortical (modificada de (Gogolla,
2017)).

En cuando a su formacion citoarquitectonica la CI se divide en tres regiones por el
tipo de neuronas, agranualar, disgranular y granular (ventral-dorsal). La region agranular es
la mas grande en la parte anterior de la CI, ésta no cuenta con la capa IV y la capa I1 y III
no estan diferenciadas, sus neuronas tienen altos niveles de mielina. La region disgranular
tiene menos niveles de mielina y contiene todas las capas. La region granular, (mas dorsal)
contiene mielina y todas las capas. Las tres capas reciben diferente informacion de diversas
estructuras, aun asi, las tres capas estan en contaste comunicacion, la region granular
proyecta y recibe de region agranular; a su vez la region agranular a su vez proyecta y
recibe a la region disgranular y ésta a la region granular (Maffei, Haley, & Fontanini, 2012;
Mesulam & Mufson, 1982; Mufson & Mesulam, 1982). Las capas de la CI son un circuito
donde reverbera la informacion. La region agranular posterior manda informacion a region
agranular anterior y hacia las regiones granulares y disgranulares posteriores. Y las areas
posteriores de las regiones granulares y disgranulares proyectan a la region agranular
anterior. La region disgranular posterior esta relacionada con la modalidad gustativa, y la
region granular esta relacionada con la parte visceral, recibiendo la informacién del nervio
vago (Shi & Cassell, 1998). La region agranular esta conectada con el tallo cerebral,
talamo, asi como con el sistema limbico. La parte posterior de la Cl procesa informacion

aversiva (Gehrlach et al., 2020) (Figura 11-B).
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Corteza gustativa primaria, recibe informacion del talamo (VPM)

Anterior
(Principalmente
agranualr)

Se divide en dos:
-ventral: relevancia
- dorsal: metas orientadas

Recibe proyecciones de la corteza del cingulo anterior, integra y procesa
estimulos externos (emociones)

Corteza insular

Recibe informacion sensorial primaria

Posterior

(granulares y
disgranulares)

Diferencia entre el un estimulo nociceptivo y un estimulo tactil

Distribucion central de funciones somato viscerales

Esquema 1. Clasificacion de las regiones de la CI, asi como proyecciones.

La CI tiene conexiones reciprocas con la corteza orbitofrontal, corteza del cingulo
anterior, SI, SII, corteza somatosensorial, nucleos mediodorsal y ventroposteromedial del
talamo, amigdala, globo palido, nicleo parabraquial y NTS (Flynn, 1999). Lesiones en la
CI afectan la produccion y comprension del lenguaje (Ardila, 1999). La CI recibe
proyecciones del nucleo basolateral de la amigdala (BLA), nucleo basal magnocelular,
del VTA, ntcloe del raphé y locus ceruleus. Por otra parte, la CI proyecta al ntcleo central
de la amigdala, estriado, claustro, nicleo accumbens y corteza entorrinal. Estudios recientes
han demostrado que durante una asociacion aversiva al sabor, la CI manda proyecciones
excitatoria que activan NMDAR en la capa CAl del hipocampo (Chinnakkaruppan,
Wintzer, McHugh, & Rosenblum, 2014; Gehrlach et al., 2020), demostrando que hay una
relacion entre el sabor y el contexto (Esquema 1).

La CI también recibe y procesa informacion a través de diversos neurotransmisores.

Principalmente esta corteza tiene neuronas glutamatérgicas, que es el principal
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neurotransmisor excitador eferente en la corteza cerebral; en la CI se han encontrado
receptores glutamatérgicas, en particular del NMDAR, cuya funcién se ha descrito durante
la formacion de memorias aversivas (Ferreira, Gutierrez, Cruz, & Bermudez-Rattoni, 2002;
Ferreira, Miranda, Cruz, Rodriguez-Ortiz, & Bermudez-Rattoni, 2005). También hay otro
tipo de receptores como AMPA, KA, y mGluR (Berman et al., 2000). Como en el caso de
otras cortezas, recibe proyecciones GABA¢rgicas, principal neurotransmisor inhibidor, a
través de receptores GABA A (Cameron et al., 2007). De manera primordial se han descrito
las proyecciones colinérgicas del nucleo basal magnocelular (NBM) hacia esta corteza,
donde la acetilcolina opera a través de sus receptores muscarinicos y nicotinicos, siendo un
area cortical con altos niveles de acetilcolinesterasa (Gatley et al., 1998; Ramirez-Lugo,
Miranda, Escobar, Espinosa, & Bermudez-Rattoni, 2003). Ademds de proyecciones
colinérgicas recibe procesos dopaminérgicos del VTA, que actuan sobre los receptores a
dopamina D1, D2 y D4 (Hurd, Suzuki, & Sedvall, 2001), asi como proyecciones
serotoninérgicas del nucloe de raphé, y adrenérgicas del locus coeruleus (Bermudez-
Rattoni, 2014; Gogolla, 2017; Lopez-Garcia, Bermtudez-Rattoni, & Tapia, 1990; Miranda
& Bermudez-Rattoni, 1999). Recientemente, se han encontrado receptores histaminérgicos
en la CI, que participan en tareas motivacionales aversivas (Purdn-Sierra, Sabath, Nufiez-
Jaramillo, & Miranda, 2010).

Durante muchos anos la CI fue considerada primordialmente como corteza gustativa
primaria. Sin embargo, diversos trabajos mostraron que contiene representaciones
viscerales y puede integrar conductas emocionalmente motivadas. Actualmente se le
considera como un centro integrador debido a las variadas conexiones que tiene con

estructurales como subcorticales, conectando diferentes sistemas funcionales subyacentes al
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procesamiento sensorial, emocional, motivacional y cognitivo (Gehrlach et al., 2020;
Kullmann et al., 2013).

De tal forma, la IC integra sefiales interoceptivas de todo el cuerpo no solo con
informacion gustativa (Frank, Kullmann, & Veit, 2013). Asi la CI, contribuye a la toma de
decisiones, ya que sopesa consecuencias interoceptivas asociadas a respuestas de sefiales
contextuales, dependientes de necesidades fisiologicas (Huerta, Sarkar, Duong, Laird, &
Fox, 2014; Livneh et al., 2017), asimismo, la CI podria modular la respuesta conductual
entre una pista visual y las conductas de alimentacion (Komano-Inoue et al., 2014;
Quintero et al., 2014).

2.6.2.Participacion de la CI en el CAS, Eln e IL

Como ya se ha mencionado la CI es una de las estructuras cerebrales relevantes para el
CAS y la Eln, ya que su lesion impide la formacion de la memoria de estas tareas
(Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991; Moraga-Amaro, Cortés-Rojas, Simon, & Stehberg,
2014; Stehberg, Moraga-Amaro, & Simon, 2011). Extensa evidencia indica que la CI esté
involucrada en el aprendizaje del sabor; lesiones (Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991),
inactivacion funcional (Bermudez-Rattoni, Introini-Collison, & McGaugh, 1991; Gallo,
Roldan, & Bures, 1992) o inhibicion de la sintesis de proteinas (Rosenblum, Meiri, &
Dudai, 1993) en la CI perjudica la adquisicion de CAS. Particularmente, la actividad
glutamatérgica en esta corteza es critica durante toda la formacion de la memoria aversiva
del sabor; por ejemplo, durante la adquisicion de CAS hay un aumento extracelular de
glutamato en el CI inmediatamente después de la inyeccion intraperitoneal (ip) del agente
de malestar gastrico, cloruro de litio (LiCl) (Miranda, Ferreira, Ramirez-Lugo, &
Bermudez-Rattoni, 2002), asi como después de 45 minutos de la inyeccion

(Guzman-Ramos, Osorio-Gomez, Moreno-Castilla, & Bermudez-Rattoni, 2010). Ademas,
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varias manipulaciones farmacologicas en la CI durante la adquisiciéon de CAS indican una
funcion relevante de los receptores glutamatérgicas en todo el IIE. Particularmente, hay
evidencia de que los NMDAR participan en la formacién de la memoria a largo plazo del
CAS; por ejemplo, el bloqueo de los NMDAR con el agonista no competitivo 3 (-2
carboxipiperazin-4-il) -propil-1 acido fosfénico (CPP) inyectado 1 h antes de la
presentacion del EC en la CI interrumpe la formacion de la memoria del CAS (Escobar,
Fernandez, Guevara-Aguilar, & Bermudez-Rattoni, 1989). De manera similar, un bloqueo
de los NMDAR en la CI, con el antagonista competitivo APS, durante el IIE (30 minutos
después de EC y 20 minutos antes de EI), también interrumpio el CAS (Rosenblum,
Berman, Hazvi, Lamprecht, & Dudai, 1997). Sin embargo, el mismo bloqueo
inmediatamente antes de EI no tuvo ningun efecto (Ferreira et al., 2002). Ademas, el AP5
interrumpi6 la consolidacion de memoria aversiva, ya que las inyecciones en la CI
interrumpieron el CAS cuando se administré 30, 60 o 120 minutos después de LiCl
(Ferreira et al., 2002; Gutierrez, Hernandez-Echeagaray, Ramirez-Amaya, & Bermudez-
Rattoni, 1999), pero el APS5 no interrumpidé la evocacion del CAS (Osorio-Goémez,
Guzman-Ramos, & Bermudez-Rattoni, 2017). Otra evidencia indica que los NMDAR en el
CI esta involucrado en la percepcion de un sabor novedoso, porque el sabor novedoso
promueve, mediante la actividad muscarinica cortical, la fosforilacion de la subunidad
NR2B-NMDA vy la posterior activacion de las proteinas cinasas reguladas por la sefial
extracelular, proteinas que son fundamentales para la formacién de la memoria a largo
plazo. Por lo tanto, esta evidencia muestra un vinculo importante entre los NMDAR vy la
cascada intracelular que tiene lugar en todo el IIE durante la adquisicion de CAS

(Rodriguez-Duran & Escobar, 2014).
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Por otra parte, se ha demostrado que la CI es necesaria durante la formacioén de la
memoria de la EIn (Bermudez-Rattoni et al., 1991). En concordancia, los NMDAR, en
diferentes estructuras asi como sistémicas son primordiales para la formacion de la
memoria al sabor y al contexto (Nufiez-Jaramillo, Rangel-Herndndez, Burguefio, &
Miranda, 2012). Sin embargo, poco se ha estudiado la funcion especifica de la activacion
de los NMDAR en la CI, durante la formacion de la memoria durante la Eln.

La IL es una tarea que nos ayuda a evaluar la actualizacion de la memoria, ya que la
preexposicion produce una memoria incidental que afecta un aprendizaje futuro. A través
de la IL del CAS se han evaluado cambios entre la novedad y la familiaridad al sabor
(Parkes, De la Cruz, Bermudez-Rattoni, Coutureau, & Ferreira, 2014). Particularmente, se
ha demostrado que el bloqueo de los receptores glutamatérgicos, colinérgicos y
adrenérgicos en la CI, después de la preexposicion al sabor, reduce la IL del CAS, es decir
interrumpe la formacion de la memoria incidental al sabor (Berman et al., 2000; Traverso et
al., 2003). De la misma forma, durante la IL de la Eln, antagonistas colinérgicos y
adrenérgicos en la CI, administrados durante la preexposicion al contexto, reduce la IL de
la EIn (Miranda & Bermudez-Rattoni, 2007; Miranda, Rodriguez, Reyes-Lopez, Ferry, &
Ferreira, 2008). Sin embargo, poco se ha descrito la participacion glutamatérgica en la
memoria incidental al contexto y/o de la inhibicion latente de la Eln. Existe evidencia
fisiologica que sugiere que la memoria es un proceso dindmico en continua reorganizacion
en funcidn de la experiencia continua del organismo y este proceso podria depender de los
NMDAR (Przybyslawski & Sara, 1997; Ungerer, Mathis, & Melan, 1998).

2.6.3.Competencia de estimulos y CI

Los aprendizajes complejos o de competencia de estimulos, se definen como aquéllos

en los que dos o mas estimulos compiten por una asociacion. Sin embargo, hay evidencia
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que sugiere que para que haya una asociacion entre un EC-EI, debe de haber una
concordancia entre ambos estimulos. Cuando se presenta el EC-EI de diferente naturaleza o
que se detectan por diferentes vias, no se asocian dichos estimulos. Esta falta de asociacion
entre estimulos EC-EI de diferente naturaleza es debida a que la informacién, en su caso
gustativa y contextual, es procesada por diferentes vias; una interna o visceral y la otra
externa o cutanea (Krane & Wagner, 1975). Algunos estudios acerca de la interaccion de
dos estimulos, como el sabor y el contexto, durante la competencia de estimulos, han
mostrado que no es posible la asociacion aversiva al sabor con un estimulo aversivo externo
(p. e. choque eléctrico) (Garcia, Hankins, & Rusiniak, 1974; Garcia, Lasiter, Bermudez-
Rattoni, & Deems, 1985; Rusiniak, Gustavson, Hankins, & Garcia, 1976). Al parecer, las
consecuencias somato sensoriales se asocian mas con una sefal audiovisual. En cambio, las
consecuencias provenientes de las visceras se relacionan mas con una sefal gustativa
(Garcia & Koelling, 1966);a este fenomeno se le denomina “efecto de sefial consecuencia”.

En afios mas recientes, se han realizado estudios de estimulos con diferente naturaleza,
donde se ha encontrado que, si bien, un choque eléctrico no produce un condicionamiento
de aversion al sabor, si puede alterar la palatabilidad del sabor (Lin, Arthurs, & Reilly,
2014). Asi, la naturaleza de estimulos se ha estudiado a través de la IL del CAS y la
atenuacion a la neofobia, aprendidos bajo contextos similares o diferentes. Por ejemplo, se
han estudiado los efectos de la preexposicion y la evocacion de la memoria del sabor a
sacarina en dos diferentes contextos; encontrando que el cambio, en un estimulo del
contexto impide la IL del CAS (De la Casa, Diaz, & Lubow, 2003; Quintero et al., 2014).
Por otra parte, el papel que desempena la CI en la IL del CAS ha sido estudiado a través de
inmunohistoquimica de c-Fos, cuantificado después de la preexposicion o no al sabor

(sacarina) en condiciones de contexto similar y/o diferente. Los resultados mostraron que la
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exposicion a un nuevo sabor aument6 la expresion de c-Fos en la CI, asi como cuando el
CAS se presentd bajo contextos diferentes. Estos resultados sugieren que la CI podria
integrar los diferentes aspectos necesarios para evaluar la respuesta al sabor, incluyendo el

contexto asociado a los estimulos gustativos (Quintero et al., 2014).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Evolutivamente es necesaria una respuesta conductual rapida ante las circunstancias
cambiantes diarias, asi la experiencia obliga a tomar decisiones durante conflictos entre
circunstancias o estimulos opuestos, lo que requiere una valoracion compleja para poder
emitir una respuesta adecuada (Anderson & Adolphs, 2014). Debido a que estamos
constantemente expuestos a ambientes complejos que incluyen diversos estimulos, es
importante conocer como se procesa ¢ integra a nivel del SNC los estimulos con valencias
opuestas que compiten bajo una experiencia determinada (Tye, 2018). La capacidad de
sopesar el valor de los estimulos es necesaria para la supervivencia, lo que nos permite
responder rapida y adecuadamente a lo experimentado previamente. Un estimulo que es
inherentemente apetitivo o agradable lleva valencia positiva; mientras que un estimulo
inherentemente aversivo tiene valencia negativa, estos son suficientes para provocar
respuestas apetitivas o aversivas una vez aprendidos (Namburi et al., 2016; Namburi et al.,
2015). Cuando estos estimulos se emplean en un paradigma clésico de aprendizaje, el
estimulo incondicionado (EI), es el que induce la respuesta positiva o negativa
respectivamente y suele ser asociado con un estimulo condicionado (EC) (Burgos-Robles
et al., 2017). Sin embargo, en la vida diaria estimulos diferentes con valencias opuestas
suelen competir en un determinado contexto. Una estructura necesaria implicada en el
procesamiento de diversos tipos de estimulos sensoriales, tanto apetitivos como aversivos,
es la CI. Ademas, esta corteza es necesaria para la formacion de memorias aversivas
(Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991). Particularmente, la CI es vital en la integracion del
sabor bajo diferentes contextos (Quintero et al., 2014). Se ha demostrado que la actividad
de los receptores a glutamato, tipo NMDA, en esta corteza es necesaria durante la

formacion de la memoria aversiva tanto del sabor (Berman et al., 2000; Gutierrez et al.,
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1999; Rosenberg, Elkobi, Dieterich, & Rosenblum, 2016) como del contexto (Bermudez-
Rattoni, Introini-Collison, Coleman-Mesches, & McGaugh, 1997; Bermudez-Rattoni et al.,
1991).

Debido a que la adquisicion del CAS se desarrolla en una secuencia temporal amplia,
es decir requiere de un IIE extendido entre el sabor y las consecuencias gastricas aversivas,
ha facilitado el estudio de los diferentes procesos para la integracion y asociacion del EC y
el EI durante la adquisicion de la aversion al sabor. Particularmente, se ha mostrado que el
tratamiento con diferentes antagonistas al NMDAR tiene efectos diferenciales dependiendo
del momento de la administracion durante el IIE (Ferreira et al., 2002; Rosenblum et al.,
1997), sugiriendo que hay una activacion puntual del NMDAR durante la adquisicion del
CAS. Asimismo, se ha mostrado que la liberacion de glutamato en la CI presenta dos
puntos de elevacion significativos, uno durante la presentacion del estimulo aversivo y otro
durante las primeras horas de la consolidacion del CAS; lo que sugiere que el glutamato
podria tener una funcion primordial para modular la asociacidon aversiva.

Adicionalmente, se ha descrito la participacion glutamatérgica en la CI durante la
formacion de la memoria incidental o apetitiva, a través de pruebas como la IL de la EIn
(contexto), y de la IL-CAS (sabor) (Miranda & Bermudez-Rattoni, 2007; Parkes et al.,
2014). A través, del paradigma de IL, se puede estudiar la familiaridad hacia un estimulo, y
por lo tanto, como se actualiza la memoria. Sin embargo, la participacion exacta del
NMDAR en la CI durante la adquisicion del CAS y/o de la memoria apetitiva al sabor ain
se desconoce. Debido a las caracteristicas particulares que se dan durante la formacion de la
memoria del sabor, tanto aversiva como apetitiva, es relevante describir de manera puntual
la participacién que tiene el glutamato, a través de los NMDAR, ya que podria revelar la

interaccion dindmica que se da durante el tiempo IIE a través de este neurotransmisor y
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otros previamente descritos. Trabajos previos aportan evidencia para sustentar la utilidad de
usar concentraciones fisioldgicas del agonista NMDA, ya que han demostrado la capacidad
de “remedar/imitar” la accion del glutamato, mejorando la respuesta conductual y/o la
liberacion de otros neurotransmisores (Bast, Zhang, & Feldon, 2001; Nufiez-Jaramillo et
al., 2012; Peleg-Raibstein & Feldon, 2006; Peleg-Raibstein et al., 2005). El uso de un
agonista, como el NMDA, puede ser una herramienta para develar las acciones directas del
glutamato, evitando el bloqueo o enmascaramiento de la conducta que puede ser mucho
mas generalizado cuando se usa un antagonista.

En conjunto, la evidencia indica que los NMDAR en el IC tiene un papel importante
durante la adquisicion de CAS, y sugiere que estos receptores podrian tener una funcidén
especifica durante la asociacion del EC o del EI que se puede estudiar de forma precisa
gracias al IIE de acondicionamiento. Sin embargo, no se ha realizado la comparacion de la
activacion de los NMDAR durante diferentes momentos IIE de CAS, y su funcion exacta
durante el aprendizaje del sabor aversivo sigue siendo sin ser descrita. Por lo tanto, uno de
los objetivos principales de este trabajo fue evaluar los efectos de la activacion temporal de
los NMDAR en cuatro puntos temporales en todo el IIE del condicionamiento de aversion
al azacar. Con esa finalidad se realizaron inyecciones bilaterales de NMDA en el IC a una
dosis fisioldgica (1 pg / ul); 1) inmediatamente antes o 2) inmediatamente después de la
presentacion del azicar, o 3) inmediatamente antes o 4) inmediatamente después de la
inyeccion intraperitoneal (i.p.) de LiCl. Los efectos del agonismo del NMDAR se
evaluaron durante la adquisicion, recuperacion de memoria y extincion de la memoria

aversiva de sabor.
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Por otro lado, sabemos que la memoria es un proceso dinamico (Lee, Nader, &
Schiller, 2017), en este sentido, han sido poco explorados los mecanismos que subyacen a
la actualizacion de una memoria de un contexto seguro/apetitivo tras un nuevo aprendizaje
en un contexto similar, pero con la presencia de un estimulo aversivo. Particularmente
queda la interrogante de como cambiara la memoria apetitiva hacia un contexto apetitivo

tras la actualizacion del contexto a aversivo por una nueva asociacion.

Debido a la evidencia previa que describe la participacion del sistema glutamatérgico
en particular a través de los NMDAR, durante la LTP, como consecuencia a su
permeabilidad con el calcio, se ha demostrado que es vital la activacion de este receptor
para la formacion de la memoria a largo plazo (Kentros et al., 1998). En particular se ha
demostrado que los NMDAR en la CI son indispensables para la formacion de la memoria
aversiva al sabor, ya que si no hay dicha activacion no hay una formacion de memoria a
largo plazo (Rodriguez-Duran & Escobar, 2014) es necesario conocer la participacion de
los NMDAR en la CI durante la competencia de dos estimulos con valencias opuestas, ya
que su activacion podria mejorar la asociacion hacia el estimulo cuyo peso sea mayor para
sobrevivencia.

Siguiendo este orden de ideas, el presente trabajo doctoral, tuvo como objetivo evaluar
la participaciéon del NMDAR, durante el aprendizaje de una tarea en una competencia con
estimulos de valencias opuestas. Por ultimo, se evalud el efecto de la activacion de los
NMDAR en la CI, durante la actualizacion de una memoria apetitiva a una memoria

aversiva.
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4. HIPOTESIS

1. Si los receptores tipo NMDA en la CI tienen una participacion puntual durante
el IIE de la adquisicion del CAS, entonces, el agonismo de estos receptores tendrd un
efecto diferencial en la formacion de la memoria aversiva, dependiendo del momento
de la inyeccion.

2. Si durante la adquisicion de la EIn modificada, compiten estimulos con
valencias opuestas, entonces se generara un incremento en la latencia de entrada y
una disminucion en la respuesta hacia el estimulo apetitivo y menor consumo durante
la evocacion.

2.1. Si durante la adquisicion de una prueba de competencia de valencias (Eln
modificada con estimulo apetitivo), hay un incremento en la actividad de los
receptores tipo NMDA en la CI, entonces, dicha activacion producira un
incremento en la Eln, incrementando la latencia (EIn) durante la evocacion, es
decir un incremento en la latencia de entrada y una disminucion en la respuesta de
consumo.

3. Si durante la adquisicion de una prueba de competencia de valencias, hubo una
preexposicion a la valencia positiva, entonces dicha preexposicion alterard la
actualizacion a la memoria aversiva, provocando un decremento en la latencia de
entrada y un incremento en la respuesta de consumo.

3.1. Si durante la actualizacion de la memoria de una prueba de competencia
de valencias (EIn modificada con estimulo apetitivo), hay un incremento en la
actividad de los receptores tipo NMDA en la CI, entonces, dicha activacion
producira un incremento en la Eln, provocando un incremento en la latencia (Eln)

durante la evocacion y una disminucion en la respuesta de consumo.
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5. OBJETIVOS
1. Evaluar la participacion de los receptores a glutamato tipo NMDA en la CI,
durante diferentes momentos del IIE durante la adquisicion del CAS, a través del
agonismo (activacion) de dichos receptores antes o después del EC (azucar), asi
como antes o después del EI (LiCl i.p.).
2. Evaluar la competencia de estimulos con diferente valencia utilizando la Eln
modificada:
2.1. Evaluar el efecto de la activacion de los receptores a glutamato tipo
NMDA en la CI durante la adquisicion de la EIn modificada.

3. Analizar el efecto de la preexposicion a un contexto altamente apetitivo, a través de

la IL de la EIn modificada con un estimulo apetitivo (azlcar):
3.1. Evaluar el efecto la activacion de los receptores tipo NMDA en la Cl

durante la IL de la EIn modificada.
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6. MATERIAL Y METODOS

Todos los procedimientos experimentales siguieron las normas establecidas por el
Comité de Etica y Cuidado Animal del Instituto de Neurobiologia de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM) y con la normativa internacional para el manejo y
uso de animales de experimentacion (National Institutes of Health).

6.1.Sujetos experimentales

Se usaron Ratas Wistar macho con un peso de entre 200 — 250 gr de peso (7 semanas
de edad, peri-adolescentes) a su llegada a su laboratorio; fueron habituadas al ciclo
invertido de luz 12:12 h, (7:00 pm a 7:00 am) y doce de obscuridad (7:00 am — 7:00 pm);
durante 7 dias, siendo mantenidas de forma individual en cajas de pléstico (45 x 25 x 20
cm) con agua y alimento ad libitum, en un cuarto con temperatura controlada de 23 +/- 3°C
y con humedad de 60 +/- 5%. Posteriormente, las manipulaciones experimentales se
realizaron en un horario de 10:00 am a 2:00 pm.

6.2.Tareas de aprendizaje
6.2.1.Condicionamiento de aversion al sabor (CAS)

Las ratas fueron privadas de agua durante 18 h; para posteriormente establecer el
consumo de agua basal durante 3 dias, teniendo acceso a una probeta graduada con agua
durante 10 min/dia (alrededor de las 12:00 y 14: 00 h). A lo largo de todo el protocolo del
CAS, las ratas también tuvieron 10 minutos adicionales de acceso a agua (18: 00 h) para
garantizar los requerimientos diarios de liquido y evitar deshidratacion. El dia 4, se realizod
la adquisicion del CAS teniendo acceso a una solucion de azacar al 10% (nuevo sabor; cafia
de azucar comercial, Zulka®, compuesta de sacarosa al 99,9%) durante 10 minutos; 30
minutos después, las ratas fueron inyectadas i.p con LiCl 0.25 M (10 ml / kg), un agente

que induce malestar general. Al dia siguiente, durante la prueba de evocacion de la
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memoria de aversion, todas las ratas se expusieron nuevamente, los siguientes 2 dias a la
solucion de azlicar durante 10 minutos, sin inyeccion posterior de LiCl, para evaluar la
extincion de la memoria aversiva. La reduccion del consumo de azicar durante la prueba de
evocacion se compar6 con el consumo durante la adquisicion. E1 CAS se calculdé como el
porcentaje de consumo de azucar durante la evocacion con respecto al consumo durante la
adquisicion de CAS (Figura 12).

) 1 2 3 4 Dia

Adquisicién Evocacién Extincion 1 Extincion 2
15 Somin_ 4) jc1t

15min

Figura 12. Protocolo del CAS, Grupos independientes de ratas recibieron inyeccion bilateral en la CI de NMDA
(DOSIS), en cuatro diferentes tiempos de la adquisicion del CAS. ( flechas representan los 4 tiempo): 1) 5 min antes de la
presentacion de azucar (S), 2) después de la presentacion S, 3) inmediatamente antes de la inyeccion de LiCl (EI) 4)
inmediatamente después de la presentacion de EI. Asi como los 3 dias de extincion.

6.2.2.Evitacion inhibitoria
6.2.2.1.  Descripcion del cuarto y equipo de evitacion inhibitoria

El cuarto experimental con la cdmara de EIn, se mantuvo en obscuridad durante todos
los experimentos. Las dimensiones de la camara de Eln, son: 90 cm largo, 12 cm
profundidad, 18 cm ancho, toda la camara estd cubierta por una tapa de acrilico. Los dos
compartimientos estan separados por una compuerta tipo guillotina de metal; el
compartimento claro (LC), se encuentra iluminado por una ldmpara exterior de 20W/12V
y tiene una longitud de 30 cm, paredes de acrilico color blanco y el piso cubierto con
pléasticos suave color negro. El compartimento obscuro (LO), no recibe iluminacion
externa tiene 60 cm longitud, paredes y piso de acero inoxidable que transmite la corriente
eléctrica. La base metélica del LO estd conectado a un transmisor de corriente eléctrica que

emite cargas eléctricas, con precision temporal a la placa (Lafayette Instrument Co. 58006
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y 51013). Para estandarizar los protocolos de EIn modificada se alter6 la cadmara para poder
colocar un bebedero graduado al final del LO, asimismo, el piso del LC y LO se modificé
agregando un plastico suave negro.

6.2.2.2.  Tarea de evitacion inhibitoria

En la cdmara previamente descrita se realizaron los siguientes procedimientos:

Adaptacion al cuarto de Eln y al LC de la camara: primero, las ratas fueron
manipulada y adaptadas al cuarto de experimentacion durante cuatro minutos. Los
siguientes 2 dias fueron expuestas solo al LC de la cdmara (con la compuerta al LO
cerrada) por 4 minutos. La adaptacion al LC de la cdmara consistia en colocar al animal en
el LC.

Adgquisicion y evocacion de la Eln: en el dia 4, se colocaron las ratas en el LC y se
abrié inmediatamente la compuerta de la camara de Eln y se registro la latencia de entrada
al LO una vez que las ratas tuvieran las 4 patas en dicho compartimento. Una vez cerrada
la compuerta, se aplico un choque eléctrico (0.5 mA/1s) cuando las ratas llegaron a la mitad
de compartimento (LO) y fueron retiradas de la caja y 5 segundos después de recibir el
choque. Al dia siguiente se evalu6 la evocacion, colocando nuevamente a las ratas en el LC
de la camara y cuantificando el tiempo de latencia de entrada al LO de la misma manera
como en la adquisicion. Se esperd a que las ratas cruzaran al LO como maximo de 300 s
para ser retiradas de la camara.

6.2.2.3. Tareas de EIn modificada

Para este experimento se utilizo la camara de Eln modificada para que las ratas
tuvieran consumo de azlcar o agua dentro del LO. Ademas, las ratas fueron previamente
restringidas de agua (40 ml diarios) 3 dias antes de la adquisicion, hasta la evocacion de la

Eln. Durante la adquisicion y la evocacion de la Eln se realizd el mismo procedimiento

Péagina 66 de 141



descrito anteriormente, con la diferencia de contar en el LO con bebedero y que las ratas
fueron retiradas de la camara 300 s después de haber cruzado al LO. Particularmente
durante la EIn modificada se cuantificaron, tanto en la adquisicion como en la evocacion,
los siguientes parametros: 1) Latencia de entrada al LO (valores tradicionales de la Eln). 2)
Latencia de inicio de consumo, a partir de que cruzaron al LO y el primer lengiieteo al
bebedero, (respuesta apetitiva al contexto de la camara); y 3) Consumo de liquido en ml
(respuesta apetitiva al sabor). Veinticuatro horas después se realizd la prueba de evocacion
de la Eln cuantificando los 3 pardmetros usados durante la adquisicion (Figura 13-A).
Controles necesarios para los experimentos de EIn modificada: en grupos
independientes se realizaron experimentos control, cuantificando los mismos tres
parametros mencionados, siguiendo exactamente los mismos procedimientos de la Eln, sin
la aplicacion de choque eléctrico.
6.2.2.4. Inhibicion latente de la evitacion inhibitoria (IL-Eln)
modificada
La IL-Eln se realiz6 en la camara de Eln, previamente descrita y de la misma manera
las ratas fueron manipuladas dias antes en el cuarto experimental; antes de la preexposicion
al LO. El dia de la preexposicion al LO sin choque eléctrico, se colocaron a las ratas en el
LC y se registraron los tres pardmetros antes mencionados. Tanto en la preexposicion, la
adquisicion como en la evocacion, las ratas fueron retiradas de la caAmara 300s después de

haber cruzado al LO (Figura 13-B).
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Figura 13. (A) Protocolo de la EI modificada con azucar o agua al final del LO de la camara. (B) Protocolo de la IL
de la EIn modificada. Todas las ratas recibieron una inyeccion intracortical de NMDA, 5 min antes de la adquisicion
(jeringa en el esquema).

Controles “no choque” para los experimentos de la IL-EIn modificada: Como se
describio anteriormente se usaron grupos independientes para evaluar los efectos de la
variable “choque eléctrico”, cuantificando los mismos tres pardmetros mencionados,
siguiendo exactamente los mismos procedimientos de la IL-Eln, pero sin la aplicacién de
choque eléctrico en el LO.

6.3. Cirugia

Para la implantacion bilateral de canulas dirigidas a la CI, las ratas fueron anestesiadas
con una inyeccion i.p. de 6 mg/kg de xilacina y 70 mg/kg de ketamina. Se usaron las
siguientes coordenadas A.P: +1.2 mm, L: +/-5.5 mm; DV:-3 mm con respecto a bregma
(Paxinos & Watson, 2006).Todas las ratas tuvieron una semana de recuperacion antes de
comenzar los protocolos conductuales. Una vez transcurrida la semana de recuperacion de

la cirugia los animales, se sometieron a los protocolos del CAS, Eln o IL-Eln.
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6.4. Inyecciones bilaterales en la Corteza Insular

Las inyecciones en la CI de NMDA (6.8 uM, disuelto en salina; 0.5 pl/1 min; Grupos
NMDA) o de salina isoténica (0.5 pl/1 min; Grupos control) se realizaron con inyectores
(agujas dentales) conectadas por mangueras a jeringas Hamilton de 10 pl. Todas las
inyecciones se realizaron 5 min antes de la adquisicion de la EIn. La dosis de NMDA
utilizada se baso en trabajos previos (Bast et al., 2001; Nufiez-Jaramillo et al., 2012; Peleg-
Raibstein & Feldon, 2006; Peleg-Raibstein et al., 2005).En las tablas 2, 3 y 4 se muestran
los grupos y el nimero de animales utilizados en todos los experimentos de la presente

tesis:

Condicionamiento de Aversién al Sabor

. . . Grupo
Tiempo de inyeccién
Salina NMDA
EC (azGcar) Antes 8 8
EC (azdcar) Después 10 14
El (LiCl) Antes 9 9
El (LiCl) Después 7 7

Tabla 2. Grupos, factores y nimero de animales durante el CAS.

EVITACION INHIBITORIA MODIFICADA

Condicién | Farmaco | Tratamiento Grupos (n)
Agua EI-SAL-H 9
Sali
alina Azticar EI-SALS 9
El
Agua EI-NMDA-H 12
NMDA
Aztcar EI-NMDA-S 11
Agua NZ-SAL-H 12
Salina =
Azucar NZ-SAL-S 11
No Choque
Agua NZ-NMDA-H 12
NMDA =
Azucar NZ-NMDA-S 10

Tabla 3. Grupos, factores y numero de animales durante el EI.
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INIHIBICION LATENTE DE LA EVITACION INHIBITORIA MODIFICADA

Condicién | Farmaco | Tratamiento Grupos (n)
. Agua IL-SAL-H 11

Salina =
L Azlicar IL-SAL-S 11
Agua IL-NMDA-H 12

NMDA -
Azlcar IL-NMDA-S 10
. Agua SZ-SAL-H 11

Salina -
Azcar SZ-SAL-S 8

No Choque

Agua SZ-NMDA-H 10

NMDA >
Azucar SZ-NMDA-S 11

Tabla 4. Grupos, factores y numero de animales durante el EI.

6.5. Perfusiones e Histologia

Al término de los experimentos, las ratas fueron sacrificadas con una inyeccion i.p. de
115 mg/kg de pentobarbital sédico (Cheminova, México), y perfundidas de manera
intracardiaca con una solucion salina isotonica. Una vez concluida la perfusion, los
cerebros fueron extraidos y conservados en una solucion de formaldehido (Sigma, México)
al 10% durante una semana. Los cerebros ya precipitados, se mantuvieron en una solucién
de sacarosa al 30 % (JT Baker, México) hasta su procesamiento histologico.

Cortes coronales de 40 um de los cerebros, fueron tefiidos con violeta de cresilo, para
determinar el lugar de los inyectores. Los animales cuyas canulas no se encontraron en el
sitio correcto, se excluyeron del analisis estadistico (Figura 14). Los criterios de exclusion
también consideraron la conducta durante la preexposicion o adquisicion de la Eln

excluyendo las ratas cuya latencia de entrada fue mayor a 300 segundos.
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Figura 14. A. Esquema de un corte coronal en el area de la CI, donde se representa la adecuada ubicacion del
inyector en la CI. B. Histologia representativa que muestra la localizan del tracto de la canula y la localizacion del
inyector.

6.6. Anadlisis estadistico
Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el software Statview 5.01 (California,
USA). Los resultados estan representados mediante graficos de barras de la media +/- el
error estdndar, con el programa GraphPad Prism 6. Se utilizo6 una ANDEVA de medidas
repetidas, de dos o de tres vias dependiendo de los datos, posteriormente se realizé una
post-hoc de Fishers. Particularmente para la estadistica de Eln-modificada y la IL-Eln

modificada se utilizé el Razén de Discriminacion Aversiva (RDA).

LatenciadeentradaEvocacion — Limitedeaversion
pra = . mitedeaersion)
LatenciadeentradaAdquisicion

Donde: Latencia de entrada durante evocacion; es el tiempo que las ratas tardaron en
cruzar del LC al LO durante la evocacion.
Limite de aversion; tiempo maximo de duracion en la camara (300 s).
Latencia de entrada durante adquisicion; es el tiempo que las ratas tardaron en cruzar
del LC al LO durante la adquisicion.
7. RESULTADOS
7.1. Resultados histologicos
La figura 14 muestra la micrografia representativa de la histologia cerebral de un corte
coronal que muestra la localizacion del tracto de las canulas y de los inyectores dirigidos a
la CL
7.2. RESULTADOS DEL OBJETIVO 1
La activacion del NMDAR inmediatamente después del consumo de azucar, pero no

antes o después del LiCl, mejora el CAS.
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La tabla 5, muestra el consumo promedio durante la adquisicion del CAS de los grupos
inyectados durante los cuatro tiempos del IIE. Una ANDEVA de dos via mostrd que no hay
diferencias en el consumo de azlcar entre grupos (F 1649 = 0.10, P = 0.75), tiempo de
inyeccion (F ;364 = 1.10, P = 0.356) o interaccion (F ;364 = 0.21, P = 0.89) (P> 0.05). Este
resultado indica que las inyecciones en la CI no afectaron la motivacién o la respuesta
apetitiva durante la adquisicion; asimismo, indica que la activacion de los NMDAR no esta
implicada con el reconocimiento del sabor novedoso, ya que todos los grupos bebieron la

misma cantidad de azucar.

Consumo (ml)

Tiempo de inyeccion Salina NMDA
I A
EC (amiean) | Antes 12.875+-1.663 [13.375+-1085
) (n-8) (n=8)
EC (aziicar) ]:)CSpués 13.3754/-1.085 | 12.857+/-1.053
{n=10}) {n-14)
EI wicn Antes 14.556 +/- 1.749 [ 13,556 +-1.733
) (n=9) (n=2)
EI wicn Después 10.286 +/- 1.728 [ 11.857+-2.703
(n=7) (n=7)

Tabla 5. Promedio del consumo durante la adquisicion del CAS (media +/- SEM). No se encontraron diferencias
significativas.

Sin embargo, durante la prueba de evocacion del CAS, una ANDEVA de dos vias del
porcentaje de consumo de azucar durante la evocacion, de los grupos inyectados antes o
después del EC, mostro diferencias significativas entre GRUPOS (F ;35 = 4.32, P = 0.04),
pero ninguna diferencia entre el TIEMPO DE INYECCION (F 136 = 1.21, P = 0.27) o
INTERACCION (F ;35 = 1.76, P = 0.19). La prueba Post-hoc de Fisher arrojo diferencias
entre los grupos SALINA y NMDA inyectados inmediatamente después del consumo de
azucar; es decir, el grupo NMDA mostré una disminucion significativa en el consumo de
azlcar en comparacion con el grupo SALINA (P <0.02) (Figura 15-A). Por otra parte, el

mismo analisis de los datos de los grupos inyectados antes o después de la inyeccion LiCl

(ElIn; Fig. 4-B), mostrd que no hay diferencias entre los grupos (F' 25 = 0,40, P = 0,53),
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tiempo de inyeccién (F (1,28 = 0.11, P = 0. 74) o interaccion (F (1,28) = 0.90, P = 036)
(Figura 15-B). En conjunto, estos resultados indican que la misma dosis de NMDA
inyectada en la CI mejora la formacion de memoria aversiva al sabor, solo cuando se

inyecta justo después del consumo de azicar (p.eg., inmediatamente después de la EC).
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% Consumo de azucar (adq) >
&
% Consumo de aztcar (adg) &

0-SALINA NMDA SALINA  NMDA 0-SALlNA NMDA SALINA NMDA
ANTES AZUCAR DESPUES AZUCAR ANTES LiCl DESPUES LiCI

Figura 15. Porcentaje de consumo de azticar durante la evocacion del CAS con respecto al consumo de adquisicion
(A) Estimulo Condicionado (EC): Inyeccion antes de la presentacion de aziucar; SALINA, NMDA. Inyecciones
inmediatamente después de la presentacion del aziicar; SALINA, NMDA. (B) Estimulo incondicionado (EI): Inyeccion
inmediatamente antes de i.p. LiCl; SALINA, NMDA. Inyeccion después de i.p. LiCl; SALINA, NMDA (media + SEM).
* P <0.5 Salina vs NMDA.

La activacion de los NMIDAR en LA CI antes de la presentacion del aziicar mejora
la formacion de la memoria aversiva al sabor y retrasa la extincion de la memoria
aversiva

Para determinar posteriores efectos de las inyecciones de NMDA durante la
adquisicion, se evalud la extincion de la memoria durante los 2 dias posteriores a la
evocacion del CAS, presentando la solucion de azicar durante 10 minutos (sin inyeccion de
LiCl). Una ANDEVA de dos vias del porcentaje de consumo de azucar durante la primera
extincion, de los grupos inyectados antes o después del consumo de azucar (Figura 16-A),
no revelo diferencias significativas entre GRUPOS (F ;35 = 2.40, P = 0.13), ni entre el
TIEMPO DE INYECCION (F (136 = 2.60, P = 0.14), como tampoco INTERACCION (F
1,360 = 0.16, P = 0.70). Por otra parte, en grupos inyectados antes o después de 1.p. LiCl, se

encontr6 diferencias entre grupos (F ( 25 = 4.53, P = 0.04), pero no en el tiempo de
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inyeccion (F ;25 = 0,95, P = 0.34) o interaccion (F (525 = 0.05, P = 0.83) (Figura 16-B).
Durante la extincion 2, de los grupos inyectados antes o después del aztcar (Figura 16-C),
se encontr6 diferencias significativas entre GRUPOS (F (535 = 8.23, P = 0.01), pero
ninguna por el TIEMPO DE INYECCION (F 1,36 = 0.06, P = 0.80) o INTERACCION (F
136 = 1.40, P = 0.24). La prueba post hoc revelo que el grupo NMDA inyectado después
del EC tuvo una disminucion significativa en el consumo de azlicar en comparacion con el
grupo SALINA (P <0.01). Finalmente, en grupos inyectados antes o después de i.p. LiCl
(Figura 16-D), no se encontraron diferencias entre los grupos (F' ;25 = 0.43, P = 0.52),
tiempo de inyeccion (F' ;25 = 1.47, P = 0.24) o interaccion (F ;25 = 0.03, P = 0.87). En
general durante los ensayos de extincion de la memoria, las ratas aumentaron su consumo
por encima del 50%, lo que indica una reduccion en la aversion. Sin embargo, la prueba
post-hoc reveld que las ratas con inyeccion de NMDA después de la presentacion del
azucar (durante la adquisicion de CAS) mostraron apenas un 50% de consumo durante la
primera extincion y su incremento de consumo es significativamente mas bajos durante la
segunda prueba de extincion, lo que demuestra que la activacion de los NMDAR en la CI,
administrada justo después del EC, produjo una mayor asociacion, que se refleja en el

retraso de la extincion de la memoria aversiva.

Extincién 1 Extincion 2
" 200 " 200 "200 ' 200
— — —_ T 175
= 175 = 175 = 175 o
g g g 3
= 150 < 150 i:; 150 * = 150
g IS IS 5
8 125 S 125 8 125 5 125
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S 100 S 100 S 100 100
2 : : :
5 7 5 E E
2 2 2 2
S 50 s 50 5 50 S 50
8 8 8 8
X 25 L 25 X 2 X 25
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SALINA NMDA  SALINA NMDA SALINA NMDA SALINE NMDA SALINA NMDA  SALINA NMDA SALINA NMDA  SALINA NMDA
ANTES AZUCAR  ANTES DESPUES ANTES LiC ANTES LiCl ANTES AZUCAR DESPUES AZUCAR ANTESLICl ~ DESPUES LiCl

Figura 16. Porcentaje del consumo de azdcar durante la evocacion del CAS con respecto al consumo de adquisicion
(A) Inyeccion antes de la presentacion de aztcar; SALINA, NMDA. Inyecciones inmediatamente después de la
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presentacion del azicar; SALINA, NMDA. (B) Inyeccion inmediatamente antes de i.p. LiCl; SALINA, NMDA. Inyeccion
después de i.p. LiCl; SALINA, NMDA (media + SEM). * P <0.5 Salina vs NMDA.

7.3. RESULTADOS DEL OBJETIVO 2

La tabla 6, muestra la latencia de entrada al LO de la camara de EIn modificada el dia
de la adquisicion. Una ANDEVA de tres vias entre los factores FARMACO (e.g.,
inyeccion intracortical de SALINA o NMDA), TRATAMIENTO (e.g., liquido AGUA o
AZUCAR en LO) y CONDICION (EIn o control sin choque); demostrd que no hubo
INTERACCION entre los tres factores (FARMACO X TRATAMIENTO X CONDICION)
ni efecto entre ninguno de los pares. Tampoco se encontrd diferencias significativas entre
FARMACO (F 177y =558, P=.4574), TRATAMIENTO (F @77 =.329, P=5679) 0
CONDICION (F 1,77y =2.295, P=.1339). Esto indica, particularmente, que la inyeccion de

NMDA en la corteza insular no afecta ni la motivacién ni la movilidad de los animales.

Latencias de entrada (s) Adquisicién

Condicién Farmaco [Tratamiento| Grupos
Agua EI-SAL-H 12.7+/-1.3(n-9)
Salina I icar | EISALS | D27k
Eln
Agua EI-NMDA-H | 116+-1.6(n12)
NMDA Azlcar EI-NMDA-S 13.6+/-2.0(n-11)
Agua NZ-SAL-H 11.2+/-1.3(n-12)
Salina I icar | NzsALs | 9407
No Choque
Agua NZ-NMDA-H| 13.0+/-15(n=12)
NMDA

Azicar |NZ-NMDA-S| 1060810

Tabla 6. Promedio de la latencia de entrada al LO de la cdmara durante la adquisicion de la EIn (media +/- SEM).
No se encontraron diferencias significativas.

En la figura 17, se muestra el RDA = porcentaje de la evocacidén con respecto a la
adquisicion, por lo tanto, a mayor RDA mayor aprendizaje aversivo. La ANDEVA de tres
vias del RDA no encontr6 INTERRACION entre los tres factores (FARMACO X
TRATAMIENTO X CONDICION), no se encontr efecto entre pares de FARMACO y

TRATAMIENTO, ni entre TRATAMIENTO y CONDICION; pero se encontrd entre
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FARMACO y CONDICION (F (77 =11.687, P=.0010); asi como diferencias
significativas debidas a FARMACO (F a,77) =8.621, P=.004), sin embargo, no se encontro
diferencias por CONDICION (F (177 =.2.295, P=.134), 0 por TRATAMIENTO (F (177
=2.903, P=.093). La prueba post-hoc de Fisher arrojé que no hay diferencias entre los
grupos EIn-SAL-H vs EIn-SAL-S (p>.05), demostrando que ambos grupos tienen un RDA
elevado y que la presencia de azUcar o agua no altera la memoria aversiva. De igual forma,
no hubo diferencias entre los grupos control de no choque, NZ-SAL-H vs NZ-SAL-S,
(p>.05), lo que demuestra que la presencia de azlcar o de agua en la cdmara de EIn no
altera per se la entrada al LO y por lo tanto no son variables que cambian el aprendizaje de
la EIn modificada. Adicionalmente, como era lo esperado, se encontraron diferencias entre
los grupos EIn-SAL-H y EIn-SAL-S (‘p<.05) en comparacion con los grupos control que
no recibieron choque (NZ-SAL-H y vs NZ-SAL-S (*p<.05), indicando que la formacion de
la memoria aversiva (disminucion de la latencia de entrada al LO) se genera Unicamente en
el protocolo de la Eln, independiente de la presencia de agua o de azucar. Por otra parte y
de manera interesante en los animales entrenados en la Eln, se encontraron diferencias entre
los grupos EIn-SAL-H vs EIn-NMDA-H (*p<.05) asi como entre los grupos EIn-SAL-S
vs. EIn-NMDA-S (*p>.05), demostrando que la inyeccion de NMDA decrementa
significativamente el RDA de la EIn modificada, independientemente de la presencia de
agua o de azucar en el LO. Este efecto del NMDA no se observo en los grupos control (NZ)
ya que no se encontraron diferencias en la RDA entre ninguno de estos, indicando que la
activacion de NMDA en la CI no altera la respuesta apetitiva hacia el LO de la cAmara. En
conjunto, estos resultados muestran que la inyeccion de NMDA en la Cl antes de la
adquisicion, decrementa el RDA de la Eln modificada y que este decremento, en la

formacion de la memoria, es independiente de la presencia de agua o aztcar al final del LO.
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Por otro lado, la misma inyeccion de NMDA no altera la formacion de la memoria apetitiva

al LO.

251
3 H,0
2.0 Bl Azicar

1.54

1.0
*
0.51
00, &l * + +
| e

SALINA NMDA SALINA NMDA
Eln NZ

Razén de discriminacién (RDA)

-0.5+

Figura 17. Se muestra la razdn de discriminacion aversiva (media +/- SEM). * p <0.05 Salina vs NMDA, & p
<0.05 Agua vs Azlcar + p <0.05 EIn modificada vs. No choque (NZ).

La figura 18-A, muestra la latencia de inicio de consumo (en el bebedero al final del
LO) durante la adquisicion de la EIn modificada, a menor latencia de consumo, mayor
respuesta apetitiva hacia el contexto. La ANDEVA de tres vias durante la adquisicion no
mostr6 INTERRACION entre los tres factores (FARMACO X TRATAMIENTO X
CONDICION), ni se encontrd efecto entre pares de¢ FARMACO X TRATAMIENTO, ni
entre TRATAMIENTO X CONDICION, sin embargo se encontré INTERRACION entre el
FARMACO X CONDICION (F 1,77y =4.429, P=.039); también arrojé diferencias debidas
a la CONDICION (F @77y =36.402, P=.001). Sin embargo, no hubo diferencias por
FARMACO (F 177y =2.905, P=.092), TRATAMIENTO (F (177) =.666, P=.417). La post-
hoc de Fisher, como era de esperarse, mostro diferencias entre los grupos EIn con sus
respectivos grupo control (EIn-SAL-H vs NZ-SAL-H, EIn-SAL-S vs NZ-SAL-S Y Eln-
NMDA-H vs NZ-NMDA-H) (‘p<.05), corroborando que durante el protocolo de Eln
modificada, la latencia de inicio de consumo, decrementa la respuesta apetitiva. Por otra

parte, se encontraron diferencias entre los grupos controles de no choque, NZ-SAL-S vs.
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NZ-NMDA-S (*p<.05), lo que muestra que la inyeccion de NMDA aumenta la latencia de
consumo al azucar, decrementando la respuesta al contexto de la camara, EIn modificada
con azucar, cuando se expone el LO sin choque. Por otra parte, la prueba post-hoc no
mostro diferencias entre ninguno de los grupos entrenados en la EIn modificada (v.g., EIn-
SAL-H vs EIn-SAL-S y EIn-NMDA-H vs EIn-NMDA-S (p>.05)); sin embargo con los
controles de no choque se encontraron diferencias entre los grupos NZ-SAL-S vs NZ-
NMDA-S (*p<.05), indicando que el NMDA intracortical altera la latencia de consumo,
Unicamente de azlcar, durante la adquisicion de la EIn modificada. Estos resultados indican
que, en un protocolo de EIn modificado, el choque eléctrico produce un incremento en la
latencia de inicio de consumo independiente del agua o del azlcar. También, de manera
interesante subrayan que cuando se aprende el contexto de la EIn modificada pero no se
aplica estimulo aversivo (no choque eléctrico), la activacion de los NMDAR en la CI
decrementa la apetencia al contexto (respuesta apetitiva) sélo en presencia de azlcar.

La figura 18-B, muestra la latencia de inicio de consumo durante la evocacion de la
EIn modificada; a menor latencia de consumo, mayor memoria apetitiva hacia el contexto.
La ANDEVA de tres vias no mostr6 INTERRACION entre los tres factores (FARMACO
X TRATAMIENTO X CONDICION), ni se encontrd6 INTERRACCION entre los pares
TRATAMIENTO X CONDICION, pero se encontré INTERACCION entre el FARMACO
X CONDICION (F 176y =9.331, P=.003), y TRATAMIENTO X CONDICION (F (1)
=5.822, P=.018). También se encontr6 diferencia por CONDICION (F (75 =21.808,
P<.001), pero no arroj6 diferencias por FARMACO (F (7 =3.060, P=.0843),
TRATAMIENTO (F (1,76) =.896, P=.3469). La post-hoc de Fisher no dio diferencias entre
los grupos con agua y azucar en la EIn modificada, EIn-SAL-H vs EIn-SAL-S (p>.05), ni

tampoco entre EIn-NMDA-H vs EIn-NMDA-S (p>.05), mostrando que la latencia de inicio
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de consumo de agua o de azucar es la misma independientemente de la inyeccién de salina
o NMDA. Sin embargo, la post-hoc mostro diferencias significativas entre los grupos Eln-
SAL-S vs EIn-NMDA-S (*p<.05), indicando que la activacion de los receptores NMDA,
durante la adquisicién, mejora la formacion de la memoria apetitiva al contexto en
presencia de azucar y por lo tanto aumenta la respuesta apetitiva durante la evocacion (e.g.,
la latencia de inicio de consumo) durante la evocacion de la EIn modificada. Por otra parte,
la post-hoc encontré diferencias entre los grupos control de no choque, NZ-SAL-H vs NZ-
SAL-S (&; p<.05), indicando que la presencia de azlcar en €l LO induce un decremento en
el inicio de consumo, aumentando la memoria apetitiva al contexto en presencia de un
estimulo apetitivo. No obstante, no hubo diferencias entre los grupos control de no choque,
NZ-NMDA-H vs NZ-NMDA-S (p>.05) o entre NZ-SAL-S vs NZ-NMDA-S (p>.05),
indicando que la inyeccion de NMDA decrementa la memoria apetitiva del contexto
inducida por la presencia de azlcar en el LO. En general estos resultados muestran que,
durante la EIn modificada, donde en la competencia de estimulos (choque vs. agua o
azucar), prevalece la asociacion hacia al estimulo aversivo, es decir se genera una
evitacion/aversion por él LO. La inyeccion de NMDA en la Cl altera la formacion de la Eln
modificada, incrementando la memoria apetitiva, es decir la latencia de inicio de consumo;
por otra parte, cuando se aprende bajo un contexto apetitivo (control sin choque), la

estimulacién de los NMDAR decrementa la latencia de inicio de consumo.
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Figura 18. Latencia de inicio de consumo durante la EIn modificada, (A) durante adquisicion (B) durante la
evocacion (media +/- SEM). * p <0.05 Salina vs NMDA, & p <0.05 Agua vs Azlcar + p <0.05 EIn modificada vs No
choque (NZ).

La figura 19-A, muestra el consumo de liquido (agua o azlicar) durante la adquisicion
de la EIn modificada, a mayor consumo se observa una mayor respuesta apetitiva al sabor.
La ANDEVA de tres vias no mostr6 INTERACCION DE LOS TRES FACTORES
(FARMACO X TRATAMIENTO X CONDICION), asi como tampoco INTERRACCION
entre los pares. Pero si se encontrd diferencias significativas por CONDICION (F ;.77 =
25.597, P <.001), pero no por FARMACO (F (1,77 = .241, P = .625), TRATAMIENTO (F
(1,77 = 2.302, P = .133). La post-hoc de Fisher no encontré diferencias entre los grupos de
EIn modificada, EIn-SAL-H vs EIn-SAL-S, EIn-NMDA-H vs EIn-NMDA-S, EIn-SAL-H
vs EIn-NMDA-H y EIn-SAL-S vs EIn-NMDA-S (“p>.05), demostrando el consumo de
agua o azucar no es afectado por la activacion de los NMDAR durante la adquisicion de la
tarea. De igual forma no se encontraron diferencias entre los grupos EIn-SAL-H vs. Eln-
SAL-S (p>0.05), indicando que no hay un aumento en el consumo de azucar. No obstante,
la prueba post-hoc arrojé diferencias entre los grupos EIn con sus respectivos controles sin
choque, EINn-SAL-S vs NZ-SAL-S vs. EIn-NMDA-H vs NZ-NMDA-H (*p<.05), indicando

que, como era de esperarse, la aplicacion del choque eléctrico durante el protocolo de Eln
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modificada, decrementa significativamente el consumo tanto del agua como de azlcar. Por
otra parte, el consumo de azucar fue significativamente mayor en comparacion del
consumo de agua entre los grupos control sin choque los grupos NZ-SAL-H vs. NZ-SAL-S
(¥p<.05), confirmando que la respuesta apetitiva por aziicar es mayor que por agua en
condiciones no aversivas. Globalmente, estos resultados indican que durante la adquisicion
de la EIn modificada, se produce un decremento en el consumo tanto de agua como de
azucar presente al final del LO, y demuestran que la inyeccion de NMDA en la Cl no afecta
la respuesta apetitiva. De igual manera, demuestran que la respuesta apetitiva es mayor por
azUcar que por el agua en este contexto complejo.

La figura 19-B muestra el consumo durante la evocacion de la Eln modificada, la
ANDEVA de tres vias de la latencia de inicio de consumo arrojo INTERACCION DE LOS
TRES FACTORES (FARMACO X TRATAMIENTO X CONDICION) (F (176) = 6.915, P
=.010), INTERRACCION entre los pares FARMACO X CONDICION (F ;75 = 9.146, P
=.003), no se encontrd INTERRACCION entre FARMACO X TRATAMIENTO, as6
como TRATAMIENTO X CONDICION. También se encontrd diferencia significativa
debida a FARMACO (F (75 = 6.915, P = .010), TRATAMIENTO (F (75 = 3.865, P =
.053), sin embargo, no mostrd diferencias significativas por CONDICION (F (1,76) =
22.352, P <.001). La prueba post-hoc mostré diferencias entre los grupos EIn-SAL-S vs.
EIn-NMDA-S (*p<.05), pero ninguna entre los grupos que consumieron agua (EI-SAL-H
vs. EIn-NMDA-H; p>.05), indicando que la inyecciéon de NMDA, durante la adquisicion,
incrementa la formacion de la memoria apetitiva por el azucar, pero no para agua. Como se
mostrd en la adquisicion, también se encontrd diferencias entre EIn-SAL-S vs. NZ-SAL-S
(‘p<.05), mostrando que el choque eléctrico decrementa la memoria apetitiva hacia el

azlcar. Asi mismo, la prueba post-hoc arroj6 diferencias entre los grupos control NZ-SAL-

Péagina 81 de 141



H vs. NZ-SAL-S (¥p<.05), corroborando que, en ausencia de choque, se produce un
incremento en la formacion de la memoria apetitiva al azlcar, y que éste consumo es mayor
que para el agua, el incremento en el consumo fue de azucar sobre el agua. Por otra parte,
los consumos durante la evocacion fueron alterados (por la activacion de los receptores
NMDA durante la adquisicion) NZ-SAL-S vs. NZ-NMDA-S (* p<.05); teniendo un efecto
diferencial dependiendo de las condiciones en que se experiment6 el contexto donde se dio
el consumo por primera vez, ya que la inyeccion de NMDA provocd un decremento en el
consumo de azucar (sin alterar el consumo hacia el agua) sélo bajo condiciones de no
choque, indicando que el balance de activacion de los receptores NMDA es relevante
durante respuestas apetitivas (v.g., sin conflicto de estimulos).
A. ADQUISICION B. EVOCACION
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Figura 19. Consumo en ml durante la tarea de EIn modificada. (A) Durante la adquisicién. (B) Durante la
evocacion (media +/- SEM)* p <0.05 Salina vs NMDA, & p <0.05 Agua vs. Azlcar + p <0.05 Chogue vs No choque.

7.4. RESULTADOS DEL OBJETIVO 3
La tabla 7, muestra la latencia de entrada a LO de la camara de EIn modificada
durante la preexposicion y la adquisicién en presencia de azicar o agua de la Eln
modificada. Una ANDEVA de tres vias de la preexposicion reveld6 que no hubo
INTERACCION DE LOS TRES FACTORES (FARMACO X TRATAMIENTO X

CONDICION), asi como tampoco INTERRACCION entre los pares; tampoco se
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encontraron diferencias significativas por el FARMACO (F a7 = 101, P = .751) el
TRATAMIENTO (F (1,76 =. 169, P = .682), 0 CONDICION (F (; 75)= 1.097, P = .2982).
Asi mismo, una ANDEVA de tres vias de la latencia de entrada durante la ADQUISICION
reveld6 que no hay INTERACCION DE LOS TRE FACTORES (FARMACO X
TRATAMIENTO X CONDICION), asi como tampoco INTERRACCION entre los pares,
como tampoco se mostrd diferencias significativas por FARMACO (F (176 = 2.008, P =
.153) TRATAMIENTO (F (175 =. 094, P = .760), CONDICION (F (; 75) = .772, P = .382).
Ademas, este resultado muestra que las inyecciones de NMDA antes de la adquisicién no
afecta la movilidad o la motivacion de la rata. Por otro lado, también ANDEVA de medidas
repetidas (DIAS X GRUPO) aplicada entre las latencias de preexposicién y adquisicion
revelé que no hay INTERRACCION, como tampoco diferencias entre los ocho grupos (F
7.76) =. 385, P = .766), sin embargo, se encontr6 diferencias entre los dias (F' (5 75) =47.985,
P <.001). Una prueba T-student pareada reveld diferencias entre la preexposicion y
adquisicion de la EIn modificada en los grupos IL-SAL-H20, IL-SAL-S, IL-NMDA-H20,
SZ-SAL-H20, SZ-SAL-S y SZ-NMDA-H20. Esto afirma, que la preexposiciéon produce

una memoria apetitiva, que se observa por un decremento significativo el dia de la

adquisicion.
Latencias de entrada (s)
Condicién | Farmaco | Tratamiento Grupos Pre-exposicion | Adquisicion
Agua IL-SAL-H 8.9+/-0.8 6.4+/-09 *
Salina -
L Azucar IL-SAL-S 8.7+/-0.8 5.3+-0.9*
Agua IL-NMDA-H 10.8+/-1.6 6.0+-0.7 *
NMDA
Azucar IL-NMDA-S 9.4+/-1.8 6.0+/-1.3
Agua SZ-SAL-H 8.4+/0.7 5.8+/-0.6
Salina =~
Azucar SZ-SAL-S 12.3+/-2.3 5.6+-0.6*
No Choque
Agua SZ-NMDA-H 10.5+/-14 7.04/0.7
NMDA .
Azucar SZ-NMDA-S 9.8+-1.1 7.9+/~1.5
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TABLA 7. Promedio de la latencia de entrada al LO durante la preexposicion y adquisicion de la EIn modificada
(media +/- SEM) * p <0.05 preexposicion vs adquisicion.

En la figura 20, se muestra el RDA durante la evocaciéon de la memoria de la Eln
modificada tras la preexposicion a la camara. La ANDEVA de tres vias determin6 que no
hubo INTERACCION DE LOS TRES FACTORES (FARMACO X TRATAMIENTO X
CONDICION), asi como tampoco INTERRACCION entre los pares FARMACO X
TRATAMIENTO, y FARMACO X CONDICION pero se encontré INTERACCION entre
TRATAMIENTO X CONDICION (F (1769 = 5.351, P = .023). También se encontro

diferencias entre TRATAMIENTO (F (175 = 5.932, P = .017) y CONDICION (F (1,76) =

5.015, P = .028), sin embargo, no hubo diferencia por FARMACO (F 176) = .004, P
.952). Particularmente, la prueba post-hoc reveld diferencias entre los grupos IL-SAL-H vs.
IL-SAL-S (¥p<.05) y IL-NMDA-H vs. IL-NMDA-S (¥p<.05), lo que indica que la
preexposicion al LO en presencia de azlcar induce una mayor IL de la EIn modificada;
asimismo, indic6 que la inyeccion intracortical de NMDA no altera el RDA
independientemente de la presencia de azlcar o agua. La prueba post-hoc también, reveld
diferencias entre los grupos IL-SAL-H vs. SZ-SAL-H ("p>.05), corroborando que el
choque eléctrico incrementa el RDA. Estos resultados indican que la preexposicion al LO
en presencia de azlcar incrementa la memoria apetitiva por el contexto y impide la
actualizacion a una memoria aversiva, es decir aumenta la IL de la Eln. Por otra parte, la
inyeccion de NMDA no afectdé de manera significativa el RDA en ninguno de los grupos,
indicando que la activacion de estos receptores no altera significativamente la IL de Eln

modificada.
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Figura 20. RDA=[((Latencia de entrada Evocacion—Limite de aversion)/(Latencia de entrada
Adquisicion))x0.01] (media +/- SEM). * p <0.05 Salina vs NMDA, & p <0.05 Agua vs Aztcar + p <0.05 IL-EIn
modificada vs No choque (SZ).

La figura 21-A, muestra la latencia de inicio de consumo de agua o azlcar, durante la
preexposicion a la camara de Eln; a menor latencia de consumo, mayor respuesta apetitiva
por el contexto con agua o azucar. Una ANDEVA de tres vias durante la preexposicion no
revelé6 INTERACCION DE LOS TRES FACTORES (FARMACO X TRATAMIENTO X
CONDICION), asi como tampoco INTERRACCION entre los pares. Se encontraron
diferencias significativas por TRATAMIENTO (F 769 = 6.297, P = .014), pero no por
FARMACO (F (75 = .409, P = .525), CONDICION (F 75 = 3.090, P = .089). Este
resultado indica que durante preexposicion al LO, no hay diferencias en las latencias de
consumo entre los grupos expuestos a agua o entre los expuestos al azicar. La Post-hoc de
Fisher tampoco revel6 diferencias significativas.

La figura 21-B, muestra la latencia de inicio de consumo durante la adquisicion Eln
modificada; a menor latencia de inicio de consumo, mayor memoria apetitiva al contexto en
presencia de agua o de azlcar al final LO. La ANDEVA de tres vias no encontrd
INTERACCION DE LOS TRES FACTORES (FARMACO X TRATAMIENTO X

CONDICION), asi como tampoco INTERRACCION entre los pares FARMACO X
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TRATAMIENTO y TRATAMIENTO X CONDICION, pero se encontr6 INTERACCION
entre FARMACO X CONDICION (F (1,76 = 6.624, P = .012). También se encontrd
diferencias por TRATAMIENTO (F (, 75 = 26.653, P <.001), CONDICION (F 1,76 =
8.401, P = .005), pero no arrojé diferencia significativa debidas a FARMACO (F ;. 76) =.
644, P = .425). La prueba post-hoc de Fisher mostrd un aumento significativo de la latencia
de consumo de los grupos con azlicar en comparacion a los con agua (IL-SAL-H vs IL-
SAL-S, IL-NMDA-H vs. IL-NMDA-S, SZ-SAL-H vs. SZ-SAL-S y SZ-NMDA-H vs. SZ-
NMDA-S (&; p<.05), demostrando que la preexposicién en el LO a la azlcar pero no al
agua, induce una preferencia al contexto, decrementando la latencia de inicio de consumo
al dia siguiente, durante la adquisicion de la EIn modificada. Por otra parte, se encontraron
diferencias entre los grupos IL-SAL-H vs. IL-NMDA-H (*p<.05) pero ninguna entre los
grupos IL-SAL-S vs. IL-NMDA-S (p>.05), sefialando que la inyeccion de NMDA
incrementa la latencia de consumo durante la adquisicion de la EIn modificada, solamente
en presencia de agua. La prueba post hoc también arrojo diferencias entre los grupos IL-
SAL-H vs. SZ-SAL-H y IL-SAL-S vs. SZ-SAL-S (*p>.05), mostrando las diferencias
esperadas por la presencia de choque. Estos resultados demuestran que la preexposicion al
contexto en presencia de azcar aumenta la respuesta apetitiva al contexto y que la rapidez
con la que se inicia el consumo durante la adquisicion se debe Unicamente a la presencia
azucar, pero no de agua en él LO. Ademas, los resultados muestran que el NMDA no altera
la latencia inicio de consumo al azlcar en presencia o no de choque eléctrico, sin embargo,
el NMDA induce un decremento en la latencia de consumo de agua durante la adquisicion
de la EIn-modificada, en otras palabras, aumenta la memoria apetitiva del contexto

asociado al agua.
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La latencia de inicio de consumo durante la evocacion se muestra en la figura 21-C.
La ANDEVA de tres vias no mostr6 INTERACCION DE LOS TRES FACTORES
(FARMACO X TRATAMIENTO X CONDICION), asi como tampoco INTERRACCION
entre los pares, sin embargo, encontré diferencia debido al TRATAMIENTO (F (175 =
24.323, P <.001), pero no arroj6 diferencias por FARMACO (F 76) = 2.064, P = .155),
CONDICION (F (1,76 = .186, P = .668). La Post-hoc de Fisher mostro diferencias entre los
grupos IL-SAL-H vs IL-SAL-S (¢ p<.05), indicando que la presencia de aziicar en el LO
produce un decremento en la latencia de entrada e inhibe latentemente la asociacion
aversiva por el contexto (en presencia de choque). De igual manera, reveld diferencias entre
los grupos control sin choque, SZ-SAL-H vs. SZ-SAL-S (&p<.05), corroborando que el
azucar al final del LO induce mayor respuesta apetitiva por el contexto en comparacion del
agua. De forma contrastaste, no encontré diferencias entre los grupos IL-NMDA-H vs. IL-
NMDA-S (“p<.05), indicando que la inyeccién de NMDA produce un decremento en la
latencia de consumo hacia el agua (similar al observado en presencia de azicar), lo que
indica un aumento en la formaciéon de la memoria apetitiva por el contexto en presencia de
agua. Si bien todos los grupos con agua al final del LO presentan una latencia de inicio de
consumo similar, unicamente el grupo IL-NMDA-H decrement6 su latencia de inicio de
consumo, la prueba post-hoc mostro diferencias entre los grupos IL-SAL-H vs IL-NMDA-
H (*p<0.05), estableciendo que la inyeccion de NMDA mejora la memoria apetitiva al
contexto en presencia de agua. Globalmente estos resultados indican que la preexposicion
al contexto global de la cadmara de la EIn solamente con azlicar mejora la memoria apetitiva
al contexto, y que dicha memoria no se altera al recibir un choque eléctrico durante la

adquisicion. Por otra parte, esta memoria apetitiva por el contexto con azicar, no se ve
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alterada por la inyeccion de NMDA en la CI; contrariamente, la inyeccion de NMDA

mejord la memoria apetitiva al contexto con agua en la IL modificada.
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Figura 21. Latencia de inicio de consumo en la tarea de IL modificada (A) durante la preexposicion (B) durante la
adquisicion (C) evocacion (media +/- SEM). * p <0.05 Salina vs NMDA, & p <0.05 Agua vs Azicar + p <0.05 IL-Eln
modificada vs No choque (SZ).

En la figura 22-A, se muestra el consumo de agua o azucar durante la preexposicion al
LO de la camara; a mayor consumo, mayor respuesta apetitiva por agua o azlcar. La
ANDEVA de tres vias no arrojé6 INTERACCION DE LOS TRE FACTORES (FARMACO
X TRATAMIENTO X CONDICION), asi como tampoco INTERRACCION entre los
pares. Sin embargo se encontro diferencia significativa por TRATAMIENTO (F (;76) =
24.323, P <.001), pero no debidas a FARMACO (F a 76 = 2.064, P = .155) o
CONDICION (F (,76) = .186, P = .668). La prueba post-hoc de Fisher, mostr6 diferencias
significativas entre los grupos con agua al final del LO, en comparacién con los grupos con
azucar (IL-SAL-H vs. IL-SAL-S, IL-NMDA-H vs. IL-NMDA-S, NZ-SAL-H vs. SZ-SAL-
S y SZ-NMDA-H vs. SZ-NMDA-S (p<.05)), estableciendo que durante la preexposicion

hay un mayor consumo de azlcar por ser un estimulo mas apetitivo en comparacioén del

agua.
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El consumo de agua o azicar de la adquisicion de la EIn modificada se muestra en la
figura 22-B. La ANDEVA de tres vias no mostr6 INTERACCION DE LOS TRES
FACTORES (FARMACO X TRATAMIENTO X CONDICION), asi como tampoco
INTERRACCION entre los pares TRATAMIENTO X CONDICION, y FARMACO X
TRATAMIENTO pero se encontré INTERACCION entre FARMACO Y CONDICION (F
(7499 = 4.134, P = .046), asi como diferencia por TRATAMIENTO (F (74 = 21.486, P
<.001) y CONDICION (F 174 = 8.027, P = .006), pero ninguna diferencia debida a
FARMACO (F 174 = .018 P = .893). La prueba Post-hoc de Fisher mostr6 que en
ausencia del choque hay un aumento en el consumo de azucar, ya que los grupos con
choque eléctrico disminuyeron el consumo de azicar IL-SAL-S vs. SZ-SAL-S ("p<.05),
pero los grupos de agua IL-SAL-H vs. SZ-SAL-H mostraron un consumo similar. Por otro
lado, también hubo diferencias entre los grupos control SZ-SAL-H vs. SZ-SAL-S y SZ-
NMDA-H vs. SZ-NMDA-S (&p<.05), mostrando que en ausencia del choque hay un
aumento en el consumo de azlicar en comparacién con el consumo de agua. Globalmente
estos resultados indican que hay un incremento en la memoria apetitiva por el sabor dulce
debido a la preexposicion, pero no para el agua; esta memoria apetitiva por el azucar
decrementa debido a la aplicacion del choque eléctrico durante la adquisicion de la Eln
modificada, sin alterarse en ninguno de los grupos (con agua o azucar) por la inyeccion de
NMDA en la CI.

La figura 22-C muestra el consumo en ml durante la evocacion de la EIn modificada
tras la preexposicion, la ANDEVA de tres vias no mostrd6 INTERRACION factores
(FARMACO X TRATAMIENTO X CONDICION), ni se encontrd efecto entre pares. Sin
embargo, se encontr6 diferencia por TRATAMIENTO (F (,75) = 7.894, P = .006), ninguna

debida a FARMACO (F 75 = .125, P =.724), 0o CONDICION (F ;75 = 3.95, P = .531).
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Lo que demuestra que, la presencia de azicar o de agua al final del LO, la inyeccion de
NMDA o el choque eléctrico administrados el dia anterior, no afectan el consumo de agua o
azucar durante la evocacion. Globalmente, estos resultados indican, si bien la preexposicion
induce una mayor respuesta apetitiva hacia el azicar durante la adquisicion de la Eln

modificada los grupos que no recibieron choque presentaron una mayor memoria apetitiva

al azucar.
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Figura 22. Consumo de agua o azlcar en la tarea de EIn-IL modificada (A) durante la preexposicion (B)
adquisicion (C) evocacion (media +/- SEM). * p <0.05 Salina vs. NMDA, & p <0.05 Agua vs. Azticar + p <0.05 IL-EIn
modificada vs. No choque (SZ).

Efectos diferenciales de la activacion de los NMDAR en la Cl durante la ElIn
modificada y durante la IL-EIn.
Para poder evaluar el efecto de la preexposicion al contexto durante la actualizacion de la
memoria, es decir la IL de la EIn modificada, se procedio a realizar el analisis estadistico
entre los resultados obtenidos en la evocacion de la EIn modificada contra los resultados de
la evocacion de EIn después de la preexposicion a la cdmara modificada con agua o azlcar.
La figura 23-A muestra, por lo tanto, la comparacion del RDA entre los grupos de Eln
modificada contra los grupos de IL-EI modificada (grupos que recibieron la preexposicion

al LO con agua o azlcar). A mayor RDA mayor Eln (aprendizaje aversivo) y menor IL de
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la EIn. Una ANDEVA de tres vias no mostr6 INTERRACION entre LOS TRES
FACTORES (FARMACO X TRATAMIENTO X CONDICION (EIn vs IL)), ni se
encontré efecto entre pares d¢ FARMACO X TRATAMIENTO y TRATAMIENTO X
CONDICION, pero se encontrd6 INTERACCION ENTRE FARMACO Y CONDICION (F
(179 = 4.896, P=.030). También, se encontrd diferencias entre FARMACO F 179 =
9.000, P = .003), TRATAMIENTO (F (75 = 7.285, P = .008) y CONDICION (EI o IL) (F
(79 = 19.819, P<.001). La prueba post-hoc de Fisher que revel6 diferencia significativa
entre los grupos EIn-SAL-H vs IL-SAL-H, EIn-SAL-H vs IL-SAL-H y EIn-NMDA-H vs
IL-NMDA-H (*p<.05). Dichas diferencias demuestran que, independientemente de la
presencia de agua o del azucar en el LO durante la preexposicion, se observa un
decremento en la EIn modificada (v.g., memoria aversiva), en otras palabras, la
preexposicion al LO indujo una IL de la EIn modificada con agua o azlicar. La prueba post-
hoc también arroj6 diferencias entre los grupos EIn-SAL-H vs. EIn-NMDA-H y Eln-SAL-
S vs. EIn-NMDA-S (&p<.05 ), demostrando, como ya se habia mencionado que el NMDA
en la CI durante la adquisicion, decrementa la formacion de la memoria aversiva (Eln
modificada). De manera contraria, la inyeccion de NMDA no alter6 la IL-EI modificada.
Globalmente, estos resultados demuestran que la preexposicion al LO, aumentan la IL-EIn
modificada independientemente de la presencia de agua o azicar. Sin embargo, la
activacion de los NMDAR en la CI decrementa significativa la formacién de la memoria
aversiva (choque) asociada al estimulo agua o azlcar.

La figura 23-B, muestra latencia de inicio de consumo durante la evocacién de la Eln
modificada, asi como en la evocacién de la EIn tras la preexposicion a la cdmara (IL-El
modificada). A menor latencia de consumo, mayor memoria apetitiva hacia el contexto con

agua o azlcar. La ANDEVA de tres vias mostr6 INTERACCION entre LOS TRES
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FACTORES (F (175 =4.341, P=.040), asi como INTERACCION entre la CONDICION X
TRATAMIENTO (F (178 =5.502, P=.022), pero no hubo efecto entre pares de FARMACO
X CONDICION o FARMACO X TRATAMIENTO. Se encontraron diferencias por
FARMACO (F (175 =16.160, P=.0001), por CONDICION (F (1,78) =54.792, P<.001), pero
no por el TRATAMIENTO (F 178 =1.157, P=.285). La prueba post-hoc de Fisher mostro
diferencias entre los grupos EIn-SAL-H vs IL-SAL-H, EIn-SAL-H vs IL-SAL-H, Eln-
NMDA-H vs IL-NMDA-H y EIn-NMDA-S vs IL-NMDA-S (*p<.05), sefialando que la
preexposicion aumenta la memoria apetitiva al contexto independientemente de la
presencia de agua o azucar. De igual forma, la prueba post-hoc reveld6 un aumento
significativo en la latencia de consumo del grupo EIn-NMDA-S vs. el grupo EIn-SAL-S
(&p<.05 ), pero ninguna diferencia entre los grupos EIn-NMDA-H vs. el grupo EIn-SAL-H,
demostrando, como se mencion6 anteriormente, que el NMDA incrementa la formacion de
la memoria apetitiva al contexto en la EIn modificada en presencia unicamente de azlcar.
Por otro lado, el grupo IL-NMDA-H mostr6 un incremento significativo en la latencia de
entrada en comparacién con el grupo IL-SAL-H (¥p<.05), indicando que la inyeccion de
NMDA aumenta la formacion de la memoria apetitiva al contexto en presencia de agua
cuando hay una preexposicion a ese contexto. El grupo IL-SAL-H aumento latencia de
entrada en comparacion con IL-SAL-S (p<.05), indicando que la preexposicion al
contexto decrementa la latencia de inicio de consumo de azucar solamente. De manera
general, estos resultados muestran que la preexposicion aumenta la memoria apetitiva al
contexto, en particular en presencia de azucar. También indican que la inyeccion de NMDA
tiene un efecto diferente en la Eln y en la IL-EI, ya que aumento la formaciéon de la

memoria apetitiva hacia el azicar durante la prueba de Eln por un lado, por el otro lado la
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inyeccion de NMDA disminuye la actualizacion en una prueba de IL-EI modificada,
decrementando la latencia de inicio de consumo.

La figura 23-C, muestra el consumo (en ml) durante la evocacion de la EIn modificada
y tras la preexposicion al LO. La ANDEVA de tres vias mostré INTERACCION entre LOS
TRES FACTORES (F (1,77 = 4.310, P = .041), pero no se encontro INTERACCION entre
pares; también se encontré diferencia por FARMACO (F 7y = 7.598, P = .007), y
CONDICION (Eln o IL) (F 1,779 = 20.877, P <.001), pero no por TRATAMIENTO (F 77
= 2.448, P = .121). La prueba post-hoc de Fisher mostr6 diferencias entre los grupos EIn-
SAL-S vs IL-SAL-S y EIn-NMDA-H vs IL-NMDA-H (*p<.05), indicando que los grupos
preexpuestos a agua o azdicar aumentan el consumo y por lo tanto la memoria apetitiva (por
agua o azucar) se ve incrementada durante la evocacion de la EIn modificada, sélo tras la
preexposicion. Asimismo, el grupo preexpuesto IL-SAL-S mostr6 un consumo
significativamente mayor que el grupo IL-SAL-H ('p<.05), mostrando que la
preexposicion produce un aumento mucho mayor en el consumo de azucar en comparacion
de agua. Por otra parte, como ya se menciono, la inyeccion de NMDA aument6 el consumo
tinicamente de aziicar durante una EIn-modificada (EI-SAL-S vs EIn-NMDA-S; “p<.05),
indicando que un aumento en la actividad de los NMDAR en la CI mejora la formacion de
la memoria asociada a un estimulo apetitivo (azuicar).

En conjunto los resultados sefialan que la preexposicion a la camara con agua o azucar
incrementa la memoria apetitiva por ambos sabores, sin embargo, el incremento en el
consumo de azucar es mayor durante la evocacion. De manera relevante, los resultados
demuestran efectos diferenciales de la activacion de los NMDAR en la CI, durante la
adquisicion de Eln modificada (donde el contexto y el sabor son novedosos) no altera la

formacion de la memoria apetitiva del agua o del azlicar; pero durante la IL-EI modificada

Péagina 93 de 141



(donde el contexto y el sabor son familiares), la misma activacion aumenta la formacion de
la memoria apetitiva solo al agua, ya que la preexposicion al LO mdas azucar aumenta la

respuesta apetitiva hacia el azucar, y dicha respuesta no se altera por la inyeccidén de

NMDA.
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Figura 23. (A) RDA=[((Latencia de entrada Evocacién—Limite de aversion)/(Latencia de entrada
Adquisicion))x0.01] (B) Latencia de inicio de consumo durante las tareas de EIn modificada y IL modificada (C) Figura
22C. Efecto de la inyeccion de NMDA-IC para el consumo en la EI modificada y IL modificada durante la evocacion
(media +/- SEM). * p <0.05 EIn modificada vs. IL-EIn modificada, & p <0.05 NMDA o SALINA+ p <0.05 AGUA vs.
AZUCAR.

8. DISCUSION

Este trabajo doctoral estuvo encaminado a resolver tres grandes preguntas: 1) ;Cudndo
ocurre la activacion precisa de los receptores tipo NMDA en la CI durante la adquisiciéon
del CAS? De tal forma, se estudio el tiempo de activacion del NMDAR en la CI durante la
adquisicion del CAS, particularmente por tener un IIE prolongado que permite estudiar de
forma separada e independiente los mecanismos neurobioldgicos desencadenados tras la
presentacion del EC y del EI durante el condicionamiento. 2) En una tarea compleja, donde
se presenta un “conflicto emocional” por una competencia de estimulos con valencia

opuesta ;predominard la asociacién aversiva o la apetitiva?, ;cudl es la funcién de los
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receptores tipo NMDA en la CI cuando se asocian de manera simultanea estimulos con
valencia opuesta en este tipo de tarea compleja? Por lo tanto, se evaluo6 el efecto de la
activacion del receptor tipo NMDA en la CI, durante una tarea de EIn donde compiten
estimulos con valor opuesto durante la asociacion y la evocaciéon de la memoria. Esta
pregunta implico desarrollar un modelo de aprendizaje de “conflicto emocional” (estimulos
con valor opuesto) basado en la Eln tradicional. Esta tarea fue modifica para que, durante la
asociacion compleja inherente en la Eln, dos estimulos de valencia opuesta compitieran
(ver descripcion en métodos, pag. 62). De tal forma, durante la EIn modificada se propicid
la competencia entre un estimulo aversivo (e.g., choque eléctrico) y otro apetitivo (e.g.,
bebida azucarada), tanto en la adquisicion como en la evocacion de la tarea. 3) Durante la
actualizacion de la memoria, cuando se asocia algo nuevo a un contexto apetitivo
previamente aprendido ;predominard la memoria apetitiva sobre la aversiva?, ;jcudl es la
funcion de los receptores tipo NMDA en la CI durante la actualizacion de la memoria
apetitiva a una aversiva? Asi, se explor6 el efecto de la activacion de los receptores tipo
NMDA en la CI, durante la actualizacion de la memoria, utilizando la IL de la IE
modificada, por lo que se evaluo la actualizacién de la memoria asociada a un contexto
altamente apetitivo tras un aprendizaje aversivo.

El primer hallazgo fue que la activacion de los NMDAR en la CI tiene un efecto
especifico durante el IEE (e.g. inmediatamente después del EC) durante la adquisicion de
CAS, ya que la inyeccion de NMDA aumenté la formacion de memoria aversiva solo
después de la presentacion del EC, pero no antes o después del EI. Este efecto de activacion
de los NMDAR después del EC tiene una accidon robusta, ya que la inyeccion bilateral de
una dosis fisiologica del agonista NMDA en la CI, indujo un fortalecimiento significativo

del CAS cuando se administré inicamente después del EC, pero no antes o después del EL
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Este resultado indica que esta dosis mimetiza la actividad glutamatérgica fisioldgica
durante el momento puntual del IEE del CAS, que al parecer es requerida para un
fortalecimiento del aprendizaje. Este efecto puntual en el IEE no se superpone con las
probables acciones de glutamato que podrian estar relacionadas a la percepcion del azicar
durante la ingesta, asi como tampoco por la inyeccion y/o las consecuencias del inductor de
malestar gastrico (p. ej., LiCl). Este resultado es relevante porque el efecto maximo del
agonismo de NMDA es de aproximadamente 30 min después de su inyeccion cortical; por
lo tanto, la activacién de los NMDAR en la CI podria ser el resultado de la coincidencia
con un incremento glutamatérgico, justo después de la presentacioén del sabor (p. €j., EC),
ya que las inyecciones similares de NMDA, realizadas 15 min antes del EC, no mejoraron
la formaciéon de la memoria aversiva (CAS). Es importante mencionar que el agonista
NMDA tiene una alta afinidad por el receptor ionotropico a glutamato tipo NMDA,
mostrando efectos de unidn y regulacion especificos que imitan las acciones de glutamato
en estos receptores (Grimwood, Foster, & Kemp, 1991).Por otra parte, los resultados
también demuestran que el NMDA en la CI no afecta la motivacion, la respuesta motora o
la percepcion del gusto durante la adquisicion del CAS, ya que las ratas presentaron una
ingesta de azucar similar independientemente del momento de la inyeccion del NMDA.
Evidencias previas han descrito la importancia de los NMDAR durante el CAS
(usando principalmente sacarina, 0.1% y LiCl; 0.3 M a 0.4 M), sefialando algunos
mecanismos neuroquimicos en la CI involucrados a lo largo del IIE del CAS (Bermudez-
Rattoni, 2014). Por ejemplo, el bloqueo de los NMDAR con AP5 en la CI, 20 a 30 min
antes de la presentacion de sacarina, interrumpid la adquisicion del CAS (Berman et al.,
2000; Ferreira et al., 2002; Rosenblum et al., 1997). Ademas, el bloqueo de los NMDAR

con AP5 (5 pg / 0.5 pL), 30 o 120 min después de la inyeccion de LiCl, impidid la
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consolidacion del CAS (Ferreira et al., 2002; Gutierrez et al., 1999). Sin embargo, otras
evidencias muestran que el AP5 (5 pg / 0.5 pul), inyectado en el CI, 20 min después de
sacarina y 30 min antes de LiCl interrumpio el CAS (Rosenblum et al., 1997). Por otro
lado, una dosis APS5 similar (5 pg/ 0.5 pul) justo antes de LiCl no tuvo ningun efecto sobre
el CAS (G. Ferreira, Gutierrez, De La Cruz, & Bermudez-Rattoni, 2002), a pesar de que
ambos experimentos utilizaron el mismo antagonista a la misma dosis. Esta discrepancia
podria estar relacionada con los diferentes procedimientos experimentales, ya que las
inyecciones de antagonista se realizaron 20 min después de la presentacion de sacarina, 30
min antes de la inyeccion de LiCl o justo antes de la inyeccién de LiCl. También, reportes
previos indican que una dosis mayor de NMDA (10 pg/ul) en la CI induce excitotoxicidad
a causa de una lesion permanente que altera la adquisicion del CAS (Bermudez-Rattoni et
al., 1997; Bermudez-Rattoni et al., 1991). Los resultados de esta tesis demuestran que la
activacion de los NMDAR usando NMDA como agonista a una dosis subconvulsiva y
fisiologica (1 png/pl) puede potenciar el CAS, s6lo cuando se administra inmediatamente
después del EC. En este sentido, usando esta dosis fisiolégica de NMDA, previamente se
han demostrado diferentes efectos conductuales potenciadores; por ejemplo, el NMDA en
el hipocampo ventral induce actividad locomotora al aumentar la liberacion dopaminérgica
en la corteza prefrontal medial (Peleg-Raibstein et al., 2005). Ademas, la activacion del
receptor NMDA en el nucleo accumbens aumenta la memoria aversiva del sabor al retrasar
su extincion (Nufiez-Jaramillo et al., 2012). En general, la evidencia indica que la
activacion del NMDAR (dosis fisiologica), en algunas areas del cerebro, puede mejorar el
aprendizaje.

Conocimiento previo indica que el sabor novedoso (p. €j., sacarina) durante la

adquisicion del CAS induce una activacion colinérgica significativa en la CI (Miranda,
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Ramirez-Lugo, & Bermudez-Rattoni, 2000). La acetil colina, a través de los receptores
muscarinicos corticales, activa la proteina cinasa que conduce a la fosforilacion de la
subunidad NR2B del receptor NMDA, que desencadena un cambio intracelular crucial que
permite la formacion de la memoria del sabor (Rosenblum et al., 1997). De tal forma, estos
eventos de activacion glutamatérgica estan relacionados con cambios intracelulares que
podrian promover la activacion de factores de transcripcion nuclear que median la
formacién de memoria a largo plazo (Berman et al., 2000; Jiménez & Tapia, 2004). En
otras palabras, la activaciéon de los NMDAR podria mejorar la cascada intracelular que
facilita la coincidencia de estimulos durante un periodo preciso del IIE, que se correlaciona
con la activacion del receptor muscarinico inducida por el EC y con la fosforilacion
posterior de la subunidad NR2B-NMDA, hasta una hora después de la presencia del EI
(Rosenblum et al., 1993) y con el hecho de que la fosforilacion de la subunidad induce un
retraso en el decaimiento de la actividad del receptor (Cull-Candy, Brickley, & Farrant,
2001).

Los presentes resultados respaldan evidencias previas que demostraron que los
niveles de glutamato en la Cl aumentan significativamente después de la presentacion del
El (Guzmén-Ramos et al., 2010; Miranda et al., 2002; Osorio-Gomez et al., 2017); asi
como la hipotesis de la activacion del receptor muscarinico y la fosforilacion de la
subunidad NR2B-NMDAR, iniciada por el EC durante la asociacion del sabor; indicando
que el proceso de fosforilacion “prepara” al sistema para integrar las consecuencias
aversivas post-ingesta. Por lo tanto, el NMDA en la ClI justo después del EC (p.ej. azucar)
al parecer potencia la actividad de los NMDAR mediada por un sabor novedoso, justo en el
intervalo de coincidencia preciso entre el EC y el El durante la adquisicion de CAS, y por

lo tanto aumentando la asociacion aversiva. Si bien, se ha mostrado que la induccién de
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malestar visceral con LiCl también provoca un aumento significativo de glutamato en el ClI
(Guzméan-Ramos et al., 2010; Miranda et al., 2002), este aumento podria activar todos los
receptores de glutamato en concurrencia con aquellos ya fosforilados en la subunidad
NR2B en consecuencia del EC. Los resultados de este trabajo demuestran que la inyeccion
de NMDA justo después del EC aumenté el CAS, indicando que la actividad de los
NMDAR, acrecentada por el agonista, podria estar imitando y mejorando los procesos de
glutamato inducidos después del EC hasta el arribo de la sefial inducida por el El, que
aumenta aun mas los niveles de glutamato en la CI. Por lo tanto, la coincidencia del
agonismo de los NMDAR, justo después de EC, podria ser esencial para lograr un CAS
mas robusto, ya que no se observé un decremento significativo en el consumo cuando se
inyectd antes o después de El, lo que indica los NMDAR no tienen una participacion
puntual durante la presentacidn del El. Estas evidencias subrayan la necesidad de evaluar
aspectos relacionados con la coincidencia de la cascada intracelular a lo largo del lIE.
Asimismo, los presentes resultados deben interpretarse con cautela ya que, al usar azucar
como EC para el CAS, en contraste con la mayoria de los reportes anteriores que han usado
sacarina, debe considerarse los procesos relacionados, no sélo con el reconocimiento del
sabor dulce, sino también con el valor hedénico asociado al azlcar y su contenido calérico,
que podrian estar activando diferentes neurotransmisores y estructuras cerebrales. En este
sentido se sabe que el azucar, en comparacién con la sacarina, produce diferentes resultados
de aprendizaje apetitivos y aversivos (Vera-Rivera et al., 2018), que podrian estar mediados
por una actividad glutamatérgica cortical diferente. Por lo tanto, es importante evaluar en
estudios futuros las diferencias neuroquimicas durante el condicionamiento aversivo con

sacarina o azucar, asi como evaluar su relacion con la activacion glutamatérgica en la CI.
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Si bien, los presentes resultados demuestran que la activacion de los NMDAR ayuda
a integrar la asociacion del EC-El durante el IIE, quedd abierta la pregunta: ¢(Como
participan los NMDAR en la adquisicion de una tarea compleja? La informacion visceral-
gustativa y sensorial-contextual, son procesadas por diferentes vias; una interna o visceral y
otra externa o cutanea (Krane & Wagner, 1975).Se ha demostrado que no es posible la
asociacion aversiva al sabor con un estimulo aversivo externo (p. e. choque eléctrico)
(Garcia et al., 1974; Garcia et al., 1985; Rusiniak et al., 1976). Se ha encontrado que, si
bien, un choque eléctrico no produce una aversion al sabor, si puede alterar la palatabilidad
al sabor (Lin et al., 2017). De igual manera se ha encontrado que la CI participa durante la
competencia de estimulos (Quintero et al., 2014). Por lo tanto, la segunda pregunta de esta
tesis doctoral incluyd desarrollar una tarea de aprendizaje complejo donde estuviera
presente la competencia de estimulos. Una vez validada esta tarea, se estudio el efecto de
los NMDAR en la CI, durante la adquisicion y evocacion de la EIn modificada donde
compiten estimulos con diferente valencia; es decir se induce la competencia entre un
estimulo aversivo, choque eléctrico, y otro apetitivo, bebida azucarada.

Diversas teorias sugerian que el cambio del contexto podia afectar la adquisicion y
evocacion de la memoria (Wagner, Mazur, Donegan, & Pfautz, 1980), evidencias previas
indican que el cambio en el contexto produce retardo en la formacion de la memoria
apetitiva al sabor; cuando a las ratas se les presenta por primera vez sacarina en un contexto
A, y la segunda presentacion se presentaba en un contexto B, las ratas no aumentan el
consumo de sacarina, es decir presentaban menor respuesta apetitiva al sabor dulce
dependiente del lugar (De la Casa et al., 2013; Honey, Pye, Lightbown, Rey, & Hall, 1992).
Particularmente, siguiendo esta evidencia y evitar que el cambio de contexto, durante el

entrenamiento de la Eln modificada, produjera un decremento en la formacion de la
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memoria apetitiva, en los experimentos reportados aqui se realiz6 una evaluacion previa
para evaluar los efectos de 3 exposiciones al contexto, previas a la adquisicion (e.g. 3 dias
al LC y LO de la camara de EIn modificada (Apéndice 1, Figura 25). Durante estas 3
exposiciones, se encontrd, un decremento al segundo dia en la latencia de entrada, un
decremento en la latencia de inicio de consumo, asi como un incremento de consumo de
azucar presente al final del LO, lo que confirm6 que el cambio de contexto no es un
distractor para el consumo de azucar ya que desde la primera presentacion, se observd un
incremento en la respuesta; asimismo estos resultados indicaron que la presencia de azicar
al parecer aumenta la respuesta apetitiva del LO de la camara (oscuro y seguro), ya que
decrementa cada dia de manera significativa la latencia de entrada. De tal forma, con este
ensayo preliminar corroboramos que el LO, modificada con azlcar, es suficiente para
incrementar la respuesta apetitiva, y por lo tanto poder implementar la Eln bajo la presencia
de azhcar que es un estimulo con una carga positiva robusta, que produce un incremento
desde el segundo dia de su presentacion y decremento en la latencia de inicio de consumo
desde el primer dia. Por otra parte, durante la estandarizacion de la Eln modificada,
encontramos que el orden en el que se presentan los estimulos, es decir el momento de
presentacion del choque eléctrico es fundamental; las ratas que, durante la adquisicion,
recibieron el choque eléctrico después de consumir el azicar, presente al final del LO, no
fueron capaces de adquirir la Eln. Por el contrario, las ratas que recibieron inmediatamente
el choque eléctrico al cruzar al LO desarrollaron una Eln significativa (Apéndice 2; Figura
26); esto significa que el orden de presentacion del choque eléctrico y el consumo de azicar
es determinante durante la EIn. La nula asociacion aversiva al LO de la camara cuando el
choque es administrado después del consumo, podria explicarse como resultado del efecto

“relevante” del azicar al final del LO y por el tiempo que transcurri6 tras haber cruzado
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(més de 5 min). Asi, estos experimentos indicaron que la competencia de estimulos con
valencias opuestas depende tanto del orden como de la separacion temporal entre ellos. Con
base en lo anterior, se decidio entonces aplicar el choque eléctrico después de que la rata
cruzaba al LO y una vez que ya habia llegado el final del LO; debido a que 10 min era un
tiempo muy prolongado para estar en presencia del estimulo apetitivo también se decidid
que la tarea tuviera una duracién total de 5 min y no de 10 min, como se venia usando
durante la estandarizacion.

Los resultados obtenidos a través de la tarea de Eln modificada, demuestra en
primer lugar que el azlcar al final del LO no tiene un componente olfativo que pudiera
“acelerar” la latencia de entrada durante la primera sesion (p. €j. adquisicion), ya que las
latencias de entrada fueron similares cuando hubo azucar o agua al final del LO de la
camara (Tabla 6). Como era de esperase, el dia de la adquisicidn tras la administracion del
choque eléctrico, la respuesta apetitiva (latencia de inicio de consumo y consumo de azucar
0 agua) se vio significativamente disminuida en comparacion con las ratas expuestas bajo
las mismas condiciones de la adquisicion de la EIn modificada pero que no recibieron
choque eléctrico. Si bien todas las ratas de todos los grupos cruzaron al lado oscuro con
similares latencias (Tabla 6), aquellas que no recibieron choque eléctrico tuvieron una
menor latencia de inicio de consumo (Grupos Salina; Figura 17-A), asi como consumo
significativamente mayor de azlcar, pero de manera interesante s6lo una tendencia de
mayor consumo de agua en comparacion de las ratas que recibieron choque eléctrico
(Grupos Salina; Figura 18-A). Este resultado indica que la presencia de un estimulo
aversivo durante una tarea de “conflicto emocional”, impacta de manera preponderante la
respuesta apetitiva hacia un estimulo novedoso y altamente heddnico como es el azucar. Es

importante mencionar que un mayor consumo, una menor latencia de consumo, asi como
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bajo RDA en las ratas que no recibieron choque eléctrico, son respuestas inherentes a las
condiciones propias de un contexto altamente positivo, ya que el LO de la camara de Eln es
un contexto atractor “innato” para las ratas que, dicho contexto fue modificado con azucar,
induce per se una alta respuesta apetitiva cuando es experimentado por primera vez sin
presencia de estimulos aversivos asociados a éste.

Por otra parte, tras la asociacion de los estimulos, durante la evocacion de la Eln
modificada observamos que el aprendizaje de esta tarea no se ve alterado de manera
diferencial por la presencia de azucar o agua al final del LO; ya que todas las ratas
mostraron un RDA similar el dia de la evocacion, el cual fue significativamente mayor que
el RDA de las ratas que no recibieron choque eléctrico (Grupos Salina; Figura 16). De tal
forma, estos datos demuestran que no es suficiente la presencia de un estimulo apetitivo
durante la EIn modificada para disminuir la memoria aversiva por el LO de la cdmara (e.g.
evitacion inhibitoria), ya que las latencias de entrada al LO son equivalentes a las
observadas en una Eln clasica (Apéndice 3; Figura 27). Por otra parte, y similar a lo
observado durante la adquisicion, la latencia de inicio del consumo de azlcar, pero no del
agua, fue significativamente mayor durante la evocaciéon de la EIn modificada, en
comparacion con las ratas que no recibieron choque eléctrico (Grupos Salina; Figural7-B);
indicando que el estimulo aversivo (es decir, el choque eléctrico) decrementa de manera
significativa la formacion de la memoria apetitiva hacia el contexto modificado con un
estimulo heddnico como el azicar, pero no altera de manera significativa la formacion de la
memoria al contexto modificado con un estimulo neutral o no tan relevante como el agua.
Asimismo, durante la evocacion esta interaccion también se observo en los consumos ya

que s6lo el consumo de azucar, pero no de agua, fue significativamente menor en

Péagina 103 de 141



comparacion con el de las ratas que no recibieron choque eléctrico (Grupos Salina; Figura
18-B).

En conjunto estos resultados demuestran que la competencia de estimulos durante la
ElIn modificada, no altera la formacion de la memoria o evocacion de la Eln; igualmente, la
competencia de estimulos no afecta la respuesta apetitiva, si el estimulo positivo es familiar
y/o relativamente neutral (e.g. agua). Sin embargo, la competencia de estimulos, durante la
EIn modificada, disminuye de manera significativa la respuesta apetitiva si el estimulo
positivo, es novedoso y altamente relevante (e.g. aztcar). En otras palabras, la respuesta al
estimulo positivo, y al contexto asociado, es significativamente disminuida durante la
competencia de estimulos con valencia opuesta, asi como tras la formacion de la memoria
de una tarea de “conflicto emocional”, s6lo cuando el estimulo positivo es novedoso y
heddnicamente relevante.

Hay evidencia que indica que existe la capacidad de disociar las consecuencias
provenientes de estimulos externos (e.g. choque eléctrico) con respecto a estimulos internos
(e.g. consecuencias gastricas) durante su asociacion a contextos determinados (Hankins,
Garcia, & Rusiniak, 1974; Rusiniak, Hankins, Garcia, & Brett, 1979).De tal forma, aunque
se ha demostrado que las consecuencias aversivas producidas por un choque eléctrico no
pueden ser asociadas a un sabor (CAS), existe evidencia que demuestra la importancia del
contexto en la respuesta apetitiva donde se experimenta el “sabor” (De la Casa et al., 2013).
Los resultados de esta tesis muestran que, durante asociaciones complejas, como es el caso
de la Eln modificada, un estimulo externo aversivo es en primer lugar capaz de
decrementar la respuesta y la formaciéon de la memoria apetitiva asociada a un sabor
novedoso/relevante. Durante la tarea de la Eln modificada, la asociacion aversiva al

contexto prevalece sobre la apetitiva. La mayor asociacion hacia el estimulo aversivo (e.g.,
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mayor Eln) puede interpretarse en términos evolutivos donde “debe recordar” de manera
mas robusta las consecuencias aversivas para la sobrevivencia inmediata. En este sentido,
es importante mencionar que el componente motivacional, derivado de la restriccion parcial
de liquidos (40% del consumo total diario) implementada durante la EIn modificada, no fue
suficiente para evitar la Eln, o los efectos de disminucion de la respuesta apetitiva hacia el
contexto (e.g. latencia de inicio de consumo) o de consumo del sabor dulce.

Globalmente, los datos de EIn modificada responden a la primera pregunta
sefialando que, en una tarea compleja de “conflicto emocional” por la competencia de
estimulos con valencia opuesta, la asociacion aversiva al contexto prevalecera sobre la
apetitiva, asimismo provocara una disminucion de la respuesta hacia estimulos apetitivos
que son novedosos y relevantes, pero no aquellos que son familiares y relativamente
neutros. De tal forma, se puede especular que el aprendizaje de evitacion a un contexto
aversivo debilita el componente novedoso, positivo y hedonico de un estimulo (p.e. sabor
dulce), a pesar de la motivacion inherente mediada por sed.

Continuando con la segunda parte del objetivo, planteado a través de evidencias
previas de que la CI y particularmente los NMDAR en esta corteza, son necesarios para la
formacion de memorias aversivas (Berman et al., 2000; Ferreira et al., 2002); Nosotros
obtuvimos resultados que demuestran una participacion diferente de los NMDAR en la CI
durante la Eln tradicional y la EIn modificada para la competencia de estimulos con
valencias opuestas (Apéndice 3; figura 27). Particularmente, durante la adquisicion de la
EIn modificada la activacion de estos receptores no alterd la respuesta apetitiva hacia el
agua o el azucar (Grupos Salina; Figura 17-A) o el consumo de estos (Grupos Salina;
Figura 18-A y Tabla 6), indicando que la activacion de los NMDAR en la CI no altera

procesos motores o motivacionales. Sin embargo, los datos mostraron diferencias
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significativas cuando no hubo estimulo aversivo durante la “adquisicion”, ya que, si bien la
latencia de entrada al LO de la camara fue el mismo en presencia de agua o azlcar, la
latencia para consumir azucar aumento, asi como el volumen de azicar consumido fue
significativamente menor en ratas inyectadas con el agonista de los NMDAR. De manera
sorpresiva, este efecto no se observd en presencia de agua, ya que la latencia de inicio y su
consumo no se vieron alterados por el agonista NMDA. En otras palabras, la activacion de
los NMDAR disminuy¢ la apetencia y el consumo de azucar, pero no de agua, so6lo cuando
se aprende el contexto apetitivo.

Por otra parte, los resultados de la evocacion de la EIn modificada muestran que la
activacion de los NMDAR en la CI (durante la adquisicion) disminuy6 significativamente
la formacion de la memoria aversiva (e.g. menor evitacion) (Figura 16). Esta disminucion
en el aprendizaje de la EIn modificada se observd tanto en presencia de agua como de
azlcar, indicando que la activacion los NMDAR en la CI bloquea la adquisicion de la Eln
cuando hay competencia de estimulos. Si bien estos resultados podrian interpretarse como
un efecto amnésico del NMDA, resultados obtenidos en un experimento adicional
(Apéndice 3; Figura 25), mostraron que este no es el caso. La inyecciéon de NMDA en la
CI antes de la adquisicion, no afectd la formacion de la memoria de la Eln “tradicional”
(Apéndice 3; Figura 25), indicando que la dosis de NMDA no produce un bloqueo o
lesion temporal que impida la EIn. Asimismo, este experimento muestra que la dosis usada
del agonista NMDA no interfiere con procesos de nocicepcion, que han sido relacionados
con la funcion de la CI (Nieuwenhuys, 2012), como tampoco produce efecto de analgesia
durante la adquisicion de la tarea de Eln.

Con este experimento adicional, se corrobor6 que la activacion de los NMDAR no

tiene efecto alguno durante la Eln tradicional. Sin embargo, la activacion de estos
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receptores durante la EIn modificada, donde compiten estimulos de valencia opuestas,
produce una alteracion en la asociacidén aversiva y en consecuencia mejora la respuesta
apetitiva “global” al contexto. En este orden de ideas, podemos argumentar que la
activacion de los NMDAR favorece la formacion de la memoria apetitiva sobre la aversiva
durante la EIn modificada. Por otra parte, esta misma activaciéon en un contexto con
estimulos Unicamente apetitivos, reduce la formacion de la memoria de un estimulo
apetitivo s6lo cuando es novedoso y relevante (e.g. azicar, pero no agua).

En general, estos resultados indican que los NMDAR en la CI tienen un efecto
diferencial durante la formacion de la memoria, dependiendo del tipo de valencia de los
estimulos que compiten y el contexto en que se aprenden. Esto concuerda con evidencia
previa de que la CI procesa informacidn tanto aversiva como apetitiva (Peng et al., 2015),
lo que permitiria integrar de manera simultdnea los estimulos de valencia opuesta durante
tareas complejas con “conflicto emocional” (Maffei et al., 2012).

Nuestros resultados sugieren que el estimulo aversivo, durante la adquisicioén de la
EIn modificada, podria formar una representacion aversiva robusta mediada por la
actividad balanceada de los NMDAR durante la formacion de la memoria, de tal forma que
un incremento en la actividad de estos receptores ocasiona una distorsion en dicha
representacion, provocando pérdidas en la formacidon de la memoria del contexto aversivo y
alteraciones simultaneas en la memoria del estimulo opuesto que compite durante la
asociacion; solo si el estimulo positivo, que compite con el aversivo, es novedoso y
relevante entonces se aumentara la asociacion por este si se hay una “sobre-activacion” de
estos receptores. Asimismo, cuando no existe competencia de estimulos opuestos durante la
asociacion, el balance de la activacion de los NMDAR es fundamental para lograr la

formacion de la memoria apetitiva s6lo cuando el aprendizaje incluye estimulos novedosos
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y relevantes (e.g. hedonicos). En términos generales, basdndonos en los presentes
resultados, se puede sugerir que al aprender de manera simultdnea estimulo con valencias
opuestas en un nuevo contexto, el estimulo aversivo serd el que predominara en la
asociacion, observandose posteriormente una mayor evitacion por el contexto, asi como
una menor respuesta hacia el estimulo apetitivo per se, esta disminucion serd evidente sélo
si el estimulo apetitivo que compite durante la asociacion es novedoso y altamente
relevante. El balance de la actividad glutamatérgica, mediada por los NMDAR, es clave
durante este aprendizaje de “conflicto emocional”, ya que la sobre-activacion por NMDA
facilita la formacion de la memoria apetitiva sobre la aversiva, cambiando el balance
durante la asociacion. Por otra parte, esta misma sobre-activacion de los NMDAR durante
el aprendizaje complejo con estimulos exclusivamente apetitivos, no altera la formacion de
la memoria por el contexto “global” y s6lo afecta la respuesta apetitiva por el estimulo
novedoso y relevante. Estos efectos son contrastantes, ya que la misma sobre-activacion de
los receptores NMDA, disminuye la formacion de la memoria aversiva durante una tarea de
“conflicto emocional” y, por el contrario, disminuye la formacion de la memoria apetitiva
durante un aprendizaje de estimulos novedosos y relevantes (Figura 23).

Evidencias previas sugieren que la CI reciben proyecciones glutamatérgicas del
BLA (Gehrlach, Gaitanos, Klein, et al., 2020). También se conoce que durante una prueba
de Eln tradicional hay participacion de glucorticoides (corticosterona), sugiriendo que el
choque eléctrico incremente el estrés en las ratas (Fornari, Wichmann, Atucha, et al., 2012).
De igual manera, se ha demostrado que el consumo de sacarosa decrementa los niveles de
glucocorticoide en particular en el BLA (Ulrich-Lai, Christiansen, Ostrander, et al., 2010).
Una vez que analizado el efecto de la activacion de los NMDAR en la CI durante una tarea

de competencias de estimulos con valencias opuestas; la siguiente pregunta de este trabajo
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fue buscar como los NMDAR participan durante la actualizaciéon de la memoria, es decir,
cuando se asocia algo nuevo a un contexto ya aprendido; este fendémeno puede estudiarse a
través de la IL de la Eln. Basandonos en los resultados antes descritos con la Eln
modificada, planteamos que durante la actualizacion de la memoria de un contexto
apetitivo en presencia de un estimulo aversivo (e.g. choque eléctrico), la activacion de los
NMDAR en la CI facilitaria la actualizacion hacia una memoria aversiva, es decir
disminuiria la IL de la EIn modificada. Debido que, la intensidad de IL depende del nimero
y tipo de preexposiciones al estimulo que serd asociado, fue necesario determinar si era
suficiente una sola preexposicion al contexto del a EIn modificada con azlcar para observar
la inhibicion, es decir la disminucién en la nueva asociacion aversiva cuando se presenta el
choque eléctrico, y por lo tanto tener un parametro del “nivel/” la actualizacién de la
memoria apetitiva a una aversiva. Por lo tanto, utilizando el primer experimento de la
estandarizacion (Apéndice 1 Figura 25). En grupos independientes de ratas se evalu6 los
efectos de 1 a 3 preexposiciones, una por dia, a la cdmara de EIn modificada con azucar
(LC y LO). Los datos indicaron que una sola exposicion a ambos lados de la cdmara de Eln
es suficiente para forma una memoria apetitiva, que puede cuantificarse por un decremento
en la latencia de entrada al LO, asi como incrementos en la latencia de inicio del consumo y
del consumo de aztcar (Apéndice 1, Figura 25).

Una vez establecido lo anterior, los resultados obtenidos a través del procedimiento
de IL de la Eln modificada demostraron que, durante la preexposicion a la camara, la
latencia de entrada al LO, asi como la latencia para iniciar el consumo, fue similar para
azicar o agua (grupos IL-Salina, Tabla 7, Figura 21-A); sin embargo, el volumen
consumido de azlcar fue mayor en comparaciéon con el observado para agua (Grupos

SALINA, Figura 22-A). Este dato concuerda con la diversidad de evidencia que demuestra
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el alto componente apetitivo y relevante del aziucar en comparacion de otros sabores o
sustancias “neutras”, como podria ser el agua (Fonseca, de Lafuente, Simon, & Gutierrez,
2018; Spector & Smith, 1984). Una vez establecida las latencias y consumos al contexto
novedoso de la camara, los datos obtenidos el dia siguiente, durante la adquisicion de la Eln
modificada, mostraron que la preexposicion a la camara, tanto modificada con agua o
azlcar, produjo un decremento significativo en el tiempo para entrar al LO, lo que puede
ser considerado como una memoria apetitiva al contexto global de la camara. Sin embargo,
se observd un decremento no significativo en el inicio de consumo de las ratas con azucar,
y un aumento significativo en el consumo de azlcar en comparacion con el observado en
las ratas expuestas a agua en el LO, indicando que el contexto modificado con azucar
produce una mayor respuesta apetitiva global (Grupos SALINA, Figura 21-A y figura 22-
A). Mas aun, durante la adquisicion, cuando se compara el consumo entre ratas que reciben
o no el choque eléctrico, s6lo hay una disminucion significativa en el consumo de aziicar en
aquellas que recibieron el choque, sin observar cambios en el consumo de agua. Este dato
indica, nuevamente, que un estimulo aversivo (e.g. choque eléctrico) afecta de manera
particular la expresion de la memoria apetitiva solo para estimulos novedosos y relevantes
(Grupos SALINA, Figura 21-B y figura 22-B), que se correlaciona con el efecto altamente
aversivo producido por el choque eléctrico (Atsak et al., 2016).

Los efectos de la IL de la EIn modificada, fueron revelados durante la sesion de
evocacion de la memoria; al analizar el RDA observamos que la preexposicion ocasiond
una disminucién significativa de la EIn modificada con agua o azucar; en otras palabras,
durante la prueba de evocacion, las ratas entraron mas rapido al LO, pero particularmente
aquellas que fueron preexpuestas al LO modificado con azicar (Figura 20). Este dato

indica que la preexposicion a un contexto altamente apetitivo y novedoso induce una mayor
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IL de la Eln, también sugiere que la actualizaciéon de una la memoria apetitiva a una
aversiva se ve disminuida cuando los estimulos aprendidos inicialmente son novedosos,
relevantes y/o con carga heddnica, como es el caso del azicar. Adicionalmente, el cambio
significativo observado en la latencia de inicio de consumo de azucar, en comparacioén de
agua, demuestra el impacto de la preexposicion del sabor dulce sobre la IL de la Eln
modificada (Figura 21-C). En conjunto, estos datos indican que una vez formada la
memoria en un contexto altamente apetitivo (preexposicion LO + azlicar), la actualizacion
de la memoria a través de una nueva asociacion con un estimulo aversivo es poco probable.
Los resultados obtenidos durante la IL-EIn modificada, a su vez mostraron el poco efecto
de la activacion de los NMDAR en la CI sobre la actualizacion de la memoria. Durante la
adquisicion, el decremento en la latencia de entrada al LO no se vio afectado por la
activacion de los NMDAR, lo que indica que hay un incremento en la memoria apetitiva
global del contexto, producida por el azicar. Sin embargo, provocd una disminucion en la
latencia de inicio de consumo de agua (Figura 21-B) sin cambiar el volumen consumido de
agua o de azucar. Por otra parte, el agonista NMDA no afect6 la latencia de consumo de
agua o azucar cuando no hubo choque eléctrico, indicando que estos receptores podrian
modular la respuesta apetitiva hacia un estimulo neutro solo durante una tarea de conflicto
emocional. De manera similar, durante la evocacion de las ratas inyectadas con NMDA se
observo una disminucion significativa de la latencia de consumo de agua, pero no de
azlcar, unicamente en las ratas sometidas a la adquisicion de la Eln (choque eléctrico)
(Figura 21-C). Este dato indica una interaccion significativa entre la inyeccion de NMDA
y la aplicacion del choque eléctrico. En conjunto estos datos muestran que durante la
actualizacion de una memoria de un contexto global apetitivo a uno asociado

aversivamente, la participacion de los NMDAR no es indispensable. Estos resultados
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muestran que en la tarea de IL de EIn modificada, la pre exposicion al contexto apetitivo
crea una representacion de memoria robusta que no se afecta por una nueva asociacion con
un estimulo aversivo; ademads, muestran que el balance de activacion de los NMDAR en la
CI no interviene de manera significativa en la respuesta apetitiva a un estimulo novedoso y
relevante (Figura 20 y figura 21-C); sin embargo su balance puede alter la respuesta hacia
estimulos neutros y familiares durante una tarea de conflicto de valencias. Por otra parte, el
decremento en el consumo durante la evocacion podria deberse al cambio en el acceso o no
a ambos compartimentos (LC y LO) durante las diferentes sesiones, ya que podria ser una
manifestacion de las diferencias en la conducta “natural” de exploracion de los animales.
Futuros estudios son necesarios para interpretar el cambio producido por la posibilidad de
explorar diferencialmente los compartimentos de la cAmara de Eln (figura 22-A y 22-B).

Trabajos previos reportan que la CI recibe proyeccion de areas de atencion y estados
homeostaticos negativos (sed / hambre) (Damasio & Carvalho, 2013; Livneh et al., 2017).
Por lo tanto, la CI guia la conducta anticipatoria de los alimentos necesaria para impulsar
comportamientos orientados a los alimentos (Frank et al., 2013). Esta evidencia sugiere que
los NMDAR en el CI podrian estar implicados en procesos motivacionales implicados en la
sed / hambre. Debido a que las ratas presentaron una restriccion de liquido del 40%, la
activacion de los NMDAR en la CI mas el estimulo aversivo, pudieron haber cambiado la
carga de la valencia, de neutra del agua, por una valencia apetitiva debido al desbalance

homeostatico, aumentando la respuesta hacia la ingesta.
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9. CONCLUSIONES

Se conoce que la participacion de los receptores NMDA en el SNC es necesaria para la
formacién de la memoria aversiva al contexto y al sabor (Riedel, Platt, & Micheau,
2003).Globalmente encontramos tres efectos diferenciales de la activacion de los NMDAR
en la CI. Primero, la activacion de los NMDAR en la CI durante una tarea de aprendizaje
aversivo (CAS) mejora la memoria aversiva. Los resultados de esta tesis aportan
conocimiento importante que demuestra la participacion de los NMDAR en la CI,
destacando su funcion especifica entre EI y EC durante el IIE del CAS. Ademas, estos
resultados sugieren que existe una coincidencia precisa en los eventos neuroquimicos en la
CI que se correlaciona con la asociacion de diferentes estimulos y que la actividad de
glutamato se ajusta con precision la presentacion del EC y no con el EI durante la
adquisicion del CAS.

Se conoce que la CI recibe informacion apetitiva y aversiva (Peng et al., 2015), asi
como informacion de estados homeostaticos provenientes del hipotdlamo y con sistemas de
atencion y conductas motivadas (Damasio & Carvalho, 2013; Gehrlach et al., 2020;
Gogolla, 2017; Livneh et al., 2017); lo que sugiere fuertemente que la CI procesa e integra
informacion apetitiva y aversiva simultineamente (Maffei et al., 2012). En la presente tesis
se encontrd que un estimulo aversivo durante una tarea de “conflicto emocional”, impacta
de manera preponderante la respuesta apetitiva hacia un estimulo novedoso y altamente
heddnico como es el azlcar. Mostrando que no es suficiente la presencia de un estimulo
apetitivo durante la EIn modificada para disminuir la formacion de la memoria aversiva. La
presencia de un estimulo aversivo (e.g. un choque eléctrico) decrementa de manera
significativa la formacion de la memoria apetitiva hacia el contexto modificado con un

estimulo heddnico como el azlcar, pero no altera de manera significativa la formacion de la
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memoria al contexto modificado con un estimulo neutral o no tan relevante como el agua.
Sin embargo, la alteracion del equilibrio en la actividad de los NMDAR favorece la
formacion de la memoria apetitiva sobre la aversiva durante dichas condiciones. Por otra
parte, esta misma activacion de los NMDAR, en un contexto asociado a estimulos
Unicamente apetitivos, reduce la formacion de la memoria de un estimulo apetitivo sélo
cuando este es novedoso Y relevante (e.v. azlcar) pero no neutral como el agua. Asi, la
activacion de los NMDAR en una tarea con componentes Gnicamente apetitivos disminuye
la respuesta apetitiva hacia el azdcar, incrementando el tiempo de inicio de consumo, y
decrementando el volumen de consumo. Por otra parte, la activacion de los NMDAR
favorece la formacion de la memoria apetitiva sobre la aversiva durante la EIn modificada.
Estos efectos son contrastantes, ya que la misma sobre-activacion de los receptores NMDA
en la CI, disminuye la formacion de la memoria aversiva durante una tarea de “conflicto
emocional” y, por el contrario, disminuye la formacion de la memoria apetitiva durante un
aprendizaje de estimulos novedosos y relevantes. En general, estos resultados indican que
los NMDAR en la CI tienen un efecto diferencial durante la formacién de la memoria, que
depende del tipo de valencia de los estimulos que compiten y el contexto en que se

aprenden (Figura 23).
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Figura 23. Efecto durante la competencia de estimulos durante la EIn modificada, asi como la competencia de estimulos
con inyeccion de NMDA en la CI. Efecto durante la actualizacion de la memoria IL-EIn modificada, asi como la
actualizacion de memoria con inyeccion de NMDA en la CL

Por tultimo, en concordancia con la evidencia de que la actividad de los NMDAR es
fundamental para la formacién de la memoria, pero no durante su actualizacion (Parkes et
al., 2014; Poo et al., 2016); los presentes resultados, muestran la poca participacion de los
NMDAR en la CI durante la actualizacion de la memoria, es decir durante la IL-Eln
modificada. Si bien, en un experimento previos demostramos que el desbalance en los
NMDAR mejora la IL-Eln tradicional (Apéndice 4, Figura 28), durante la IL-Eln
modificada no se vieron efectos debidos a la sobre estimulacion de los NMDAR. Futuros
estudios son necesarios para evaluar a mayor profundidad la participacion de estos
receptores durante la actualizacion de la memoria usando otros modelos y disefios

experimentales.
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10. PERSPECTIVAS

Explorar los cambios a nivel molecular tras la activacion de los NMDAR que
mejora la memoria aversiva del sabor.

Evaluar el efecto del antagonismo de los NMDAR en la CI durante la tarea de
competencia de estimulos implementada en esta tesis.

Evaluar las diferencias en es el proceso de extincion de la memoria aversiva entre la
Eln y de IL-EIn modificadas con azucar.

La edad y sexo de las ratas se utilizaron con base en trabajos que se han realizado en
el laboratorio y con respecto a la literatura previa. Seria valioso conocer si existen
diferencias entre hembras y macho, asi como, entre adolescentes, adultas jovenes y
adultas, reportes indican que tanto la edad como el sexo son diferentes en

aprendizajes relacionados con el sabor.
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12. APENDICE
a. Apéndice 1

Para la estandarizacion de la EIn modificada, se probaron diferentes estimulos.
Para el estimulo positivo, estudios previos sugerian que las galletas “oreo” producian
una respuesta lo suficientemente apetitiva, que provocaban un incremento significativo
en el consumo (Boggiano, Dorsey, Thomas, & Murdaugh, 2009). Por lo tanto, se colocd
una galleta oreo mini (7 grs.) al final del LO de la camara de Eln, sin embargo, ninguna
rata consumié la galleta el primer dia de la tarea. Era hasta el tercer dia que los animales
tomaban la galleta, debido a que se perdia la galleta durante la tarea no se cuantificé el
consumo. Se decidio cambiar el estimulo apetitivo por la complicacion de medicion y
de la falta de consumo de las ratas desde el primer dia de la tarea. Se utilizd una
solucion azucarada al 10%, en el apéndice 1 se muestra el consumo en ml de azlcar
durante una tarea de EIn modificada con un bebedero con azlcar. Para la tarea se utilizo
la camara de EIn modificada, al final del LO, se tenia un bebedero con azucar, se
cuantifico la latencia de entrada, latencia de inicio de consumo y consumo en ml.
Durante cinco dias las ratas fueron colocadas en el LC y se midio la latencia de entrada,
la latencia de inicio de consumo Yy las ratas permanecieron 10 min en la camara para
después cuantificar el consumo. Desde el primer dia de tarea las ratas tenian un alto
consumo de azucar, lo que indica que azlcar produce una respuesta apetitiva desde el
primer dia. Se realiz6 una prueba T-student arrojé diferencias significativas t (11)3.051,
P=.011 entre la latencia de entrada el primer dia al segundo, sugiriendo que es
suficiente con una pre exposicion para formar una memoria apetitiva y decrementar la
latencia de entrada. La prueba T-student también, revel6 que una sola preexposicion a la

azucar era suficiente para incrementar la respuesta apetitiva, ya que del primer dia al
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segundo se obtuvo un decremento significativo en la latencia de consumo t(1)2.802,
P=.02 consumo de azucar t;1)-3.882, P=.003 . Estos resultados sugerian, primero que
el azucar tiene un fuerte componente apetitivo que mejora el inicio de consumo y el
consumo desde la primera presentacion. Segundo, una sola presentacion era necesaria
para producir un decremento significativo, tanto en la latencia de entrada, en la latencia

de inicio de consumo y en el consumo (Apéndice 1, figura 25).
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Apéndice 1, Figura 25. (A) Latencia entrada del LC al LO durante tres dias D1 (dia 1), D2 (dia 2) (B)
latencia de inicio consumo D1 D2y D3, (C) consumo de azucar en ml (media +/- SEM). * p <0.05 D1 vs
D2, & p <0.05 D2 vs. D3.

b. Apéndice 2

La segunda parte la estandarizacion fue encontrar el momento en el cual se iba a
aplicar el choque eléctrico. Se utilizaron dos diferentes tiempos de aplicacion del
choque, el primero fue después del cruce de las ratas al LO (choque antes del azucar); el
segundo fue 10 min después del cruce al LO y antes de retirar a las ratas de la camara
de ElIn (choque al después del azucar). Se midio la latencia de entrada al LO durante la
adquisicién y evocacion de la Eln, se realizO una ANDEVA simple durante la
adquisicién y evocacion de la Eln modificada. La ANDEVA simple no arrojo
diferencias durante la adquisicion (F 11y =1.321, P>.05), mostrando que no hay

diferencias en la latencia de entrada. Durante la evocacion la ANDEVA simple arrojo
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diferencias significativas (F 1,11y =5.557, P=.0380), indicando que al aplicar el choque
al final después del consumo del aztcar durante la adquisicion de la Eln, decrementa la
asociacion aversiva en comparacion al grupo que recibi6 el choque antes de consumir
azucar. Estos resultados indican que el orden en el que se presentan los estimulos es

fundamental para una tarea de competencia de estimulos (Apéndice 2, figura 26).
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Apéndice 2, Figura 26. Latencia de entrada del LC al LO, choque aplicado al principio de la tarea de Eln y antes de
la presentacion del azlcar o al final de la tarea de EIn y después de la presentacion de los estimulos (media +/- SEM).
*p <0.05 Choque al principio vs Choque al final.

c. Apeéndice 3

Para determinar el efecto de los NMDAR en la Cl durante una EIn sin
competencia de estimulos, se emple6 la tarea de EIn, donde el animal al momento de
recibir el choque es retirado de la camara. Se evalud el efecto de la activacion de los
NMDAR en la Cl en una tarea de EIn. Utilizando la latencia de entrada al LO se
compard la activacion de los NMDAR en una tarea de EIn durante la adquisicion y
evocacion de la EIn. Las ratas fueron inyectadas en la Cl 5 min antes de la adquisicion,
posteriormente fueron colocadas en el LC de la cdmara de Eln, y se midid el tiempo de
entrada al LO, una vez dentro del LO, se cerrd la compuerta hacia el LC y se aplicé un
choque eléctrico inescapable (0.5mA). Al dia siguiente se evalud la memoria aversiva.

Una ANDEVA simple no arroj6 diferencias significativas durante la adquisicion (F (1,15
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=2.041, P>.05), lo que demuestra que la inyeccion de NMDA en la Cl no altera la
motivacion o movilidad de los animales a cruzar el LO. Durante la evocacion una
ANDEVA simple no arrojo diferencias (F 1,15y =.045, P>.05), indicando que la
activacion de los NMDAR en la CI durante la adquisicién de la tarea de Eln no alterd la
evocacion de la memoria aversiva. Ambos grupos SALINA vs NMDA, tienen la misma
latencia de entrada durante la adquisicién y la evocacion de la EIn, demostrando que el
NMDAR en la ClI no produce amnesia en una tarea de EIn, ni tiene un efecto analgésico
(Apéndice 3, figura 27).

A. ADQUISICION B. EVOCACION

[=2]
o
w
(=]
o

[ SALINA
@l NMDA

W
o
[\
(3]
o

S
o
N
[=]
o

150

[
o

Latencia de entrada (s)
8
Latencia de entrada (s)
3
o

o
[51]
o

*

0 radicional Modificada 0 Tradicional Modificada

Apéndice 3, Figura 27. Latencia de entrada del LC al LO durante una tarea de EIn (media +/- SEM).

d. Apéndice 4
Para determinar el efecto de los NMDAR en la Cl durante la actualizacion de la
memoria se utilizd la IL-EIn sin competencia de estimulos, en esta tarea la rata fue
preexpuesta durante 3000 s ambos lados de la cdmara. Al dia siguiente durante la
adquisicion, las ratas fueron inyectados en la ClI 5 min antes de la adquisicion,
posteriormente fueron colocadas en el LC de la camara de EIn, y se midio el tiempo de
entrada el LO, una vez dentro del LO, se cerro la compuerta hacia el LC y se aplico un

choque eléctrico inescapable (0.5mA). Al dia siguiente se evalué la memoria aversiva.
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Una ANDEVA de medidas repetidas no arrojo diferencias significativas por el farmaco
(F @23y =0.67, P=80), la preexposicion y la adquisicion (F (1,23 =12.996, P=.002), pero
no hubo interaccion (F (123 =0.581, P=45), lo que demuestra que la inyeccion de
NMDA no altera la memoria incidental, ya que ambos grupos tienen una latencia de
entrada similar, pero menor en comparacion a la preexposicion, también demuestra que
la inyeccion de NMDA en la CI no altera la motivacion o movilidad de los animales a
cruzar el LO (apéndice 4A). Durante la evocacion una ANDEVA simple arrojé
diferencias (F 1,23y =6.495, P<.02), indicando que la activacion de los NMDAR en la

Cl mejora la IL-EIn (Apéndice 4, figura 28).
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Apéndice 4, Figura 28. Latencia de entrada durante la IL-Eln, (A) se observa la latencia de entrada durante la
preexposicion y la adquisicion (B) se muestra la latencia de entrada durante la evocacion (media +/- SEM). * p <0.05
SALINA vs NMDA & p<0.05 preexposicion vs adquisicién

13. TERMINOS Y DEFINICIONES OPERACIONALES
e Conflicto emocional = Competencia de dos 0 mas estimulos con valencias opuestas.

e Latencia de entrada al LO = Respuesta aversiva al contexto, a mayor latencia de

entrada mayor memoria aversiva al LO.
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e Latencia de inicio de consumo = Respuesta apetitiva al contexto, a menor latencia
de inicio de consumo mayor respuesta/memoria apetitiva al contexto.

o (Consumo = Respuesta apetitiva al sabor, a mayor consumo mayor
respuesta/memoria apetitiva al sabor.

e Carga o estado emocional = estado-interno después de la presentacion de un
estimulo, que produce una conducta motivada, puede ser apetitiva (incremento en la
respuesta para obtener un reforzador), o aversiva (un decremento en la respuesta,

para evitar un castigo).

14. ESTADISTICA DESCRIPTIVA
A continuacion se muestran las tablas con la estadistica descriptiva incluyendo el nimero
de animales que se utilizaron por grupo (n), la media de cada pardmetro (mean), asi como la

desviacion estandar (Std. Dv.) y el error estandar (Std. Err.).

Latencias de entrada (s) Adquisicion

Condicion | Farmaco | Tratamiento Grupos n mean Std. Dv. Std. Err
Agua EIn-SAL-H 9 12.709 3.955 1.318
Salina
Azlcar EIn-SAL-S 9 13.271 5.204 1.735
Eln
Agua EIn-NMDA-H 12 11.549 5.377 1.552
NIMDA
Azlcar EIn-NMDA-S 11 13.615 6.503 1.961
Agua NZ-SAL-H 11 11.173 4.347 1.311
Salina
Azlcar NZ-SAL-S 11 9.373 2.484 749
No Choque
Agua NZ-NMDA-H 12 13.792 5.235 1.511
NIMDA
Azlcar NZ-NMDA-S 10 10.620 2.401 759

TABLA 8. Estadistica de la latencia de entrada durante la adquisicion de la EIn modificada, ratas por grupo
(n), media (mean), desviacion estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).
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Razon de discriminacién aversiva (RDA)

Condicion | Farmaco | Tratamiento Grupos n mean Std. Dv. Std. Err
Agua Eln-SAL-H 9 1.358 1.364 455
Salina
Azlcar Eln-SAL-S X 791 1.123 374
Eln
Agua ElIn-NMDA-H 12 297 1.000 .289
NMDA
Azlcar EIn-NMDA-S 11 -.085 297 .090
Agua NZ-SAL-H 11 -.256 211 .064
Salina
Azlcar NZ-SAL-S 11 -.265 .098 .030
No Choque
Agua NZ-NMDA-H 12 -.147 .099 .028
NMDA
Azlcar NZ-NMDA-S 10 -.227 .078 .025

TABLA 9. Estadistica del RDA de la EIn modificada, ratas por grupo (n), media (mean), desviacién estandar
(Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).

Latencias de consumo (s) Adquisicion

Condicion|Farmaco| Tratamiento Grupos n mean Std. Dv. Std. Err

_ Agua EIn-SAL-H 9 286.500 40.500 13.500

salina Azucar EIn-SAL-S 9 300.000 0.000 0.000

- Agua EIn-NMDA-H| 12 300.000 0.000 0.000
NMDA

Azucar EIn-NMDA-S| 11 273.585 45.892 13.837

_ Agua NZ-SAL-H 11 185.864 102.262 30.833

No salina Azucar NZ-SAL-S 11 137.809 107.038 32.273

Choque Agua NZ-NMDA-H| 12 219.208 96.819 27.949

NMDA Azucar NZ-NMDA-S| 10 227.482 85.234 26.953

TABLA 10. Estadistica de la latencia de inicio de consumo durante la adquisicion de la EIn modificada, ratas

por grupo (n), media (mean), desviacion estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).
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Latencias de consumo (s) Evocacion

Condicidon | Farmaco | Tratamiento Grupos n mean Std. Dv. Std. Err
Agua EIn-SAL-H 9 22.011 121.933 40.644
Salina
Azlcar Eln-SAL-S 9 300.000 0.000 0.000
Eln
Agua EIn-NNMDA-H 12 158.458 122.867 35.469
NMDA
Azlcar EIn-NMDA-S 11 146.674 99.732 30.070
Agua NZ-SAL-H 11 143.864 132.173 39.852
Salina
Azlcar NZ-SAL-S 11 29.420 36.939 11.681
No Choque
Agua NZ-NMDA-H 12 134.713 120.137 34.681
NIVIDA
Azlcar NZ-NMDA-S 10 97.500 90.483 28.613

TABLA 11. Estadistica de la latencia de consumo durante la evocacién de la EIn modificada, ratas por grupo
(n), media (mean), desviacion estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).

Consumo (ml) Adquisicion

Condicion Farmaco | Tratamiento Grupos n mean Std. Dv. Std. Err
Agua EIn-SAL-H 9 411 971 324
Salina
Azlcar EIn-SAL-S 9 .089 .033 011
Eln
Agua EIn-NMDA-H 12 100 0.000 0.000
NIMDA
Azlcar EIn-NMDA-S 11 791 1.058 319
Agua NZ-SAL-H 11 1.455 1.440 434
Salina
Azlcar NZ-SAL-S 11 2.818 1.991 .600
No Choque
Agua NZ-NMDA-H 12 1.583 1.832 529
NIMDA
Azlcar NZ-NMDA-S 10 1.700 1.947 616

TABLA 12. Estadistica de consumo durante la adquisicion de la EIn modificada, ratas por grupo (n), media
(mean), desviacion estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).
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Consumo (ml) Evocacidn

Condiciéon | Farmaco |Tratamiento Grupos n mean Std. Dv. Std. Err
Agua EIn-SAL-H 9 667 1.000 333
Salina
Azlcar EIn-SAL-S 9 0.000 0.000 0.000
Eln
Agua EIn-NMDA-H 12 1.273 1.555 469
NIMDA
Azlcar ElIn-NMDA-S 11 2.182 1.328 400
Agua NZ-SAL-H 11 1.818 2.316 698
Salina
Azlcar NZ-SAL-S 11 3.909 1.375 415
No Choque
Agua NZ-NMDA-H 12 2.167 1.467 423
NIMDA
Azlcar NZ-NMDA-S 10 2.400 1.578 .499

TABLA 13. Estadistica del consumo durante la evocacion de la EIn modificada, ratas por grupo (n), media

(mean), desviacion estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).

Latencias de entrada {(s) Pre-exposicion

Condicion |Férmaco |Tratamiento| Grupos n Pre-exposicion Adquigicion
Agua IL-SAL-H 9 8.9+/-0.8 6.4+/-0.9 *
Salina
Azlcar IL-SAL-S 9 8.7+/- 0.8 5.3+/-0.9*
IL
Agua IL-NMDA-H 12 10.8+/-1.6 6.0+/-0.7 *
NMDA
Azlcar IL-NMDA-S 11 9.4+/-1.8 6.0+/-1.3
Agua SZ-SAL-H 11 8.4+/-0.7 5.8+-0.6
Salina
No Azlcar SZ-SAL-S 11 12.3+/-2.3 5.6+/-0.6*
Choque Agua SZ-NMDA-H 12 10.5+/-1.4 7.0+/-0.7
NMDA
Azlcar | SZ-NMDA-S 10 9.8+/-1.1 7.9+/-1.5

TABLA 14. Estadistica de la latencia de entrada durante la preexposicion de la IL-Eln modificada, ratas por
grupo (n), media (mean), desviacion estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).
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Latencias de entrada {s) Adquisicion

Condiciéon| Farmaco | Tratamiento Grupos n mean Std. Dv. Std. Err
Agua IL-SAL-H 11 6.425 3.190 962
Salina
Azlcar IL-SAL-S 11 5.164 2.770 962
IL
Agua IL-NMDA-H 12 6.200 2.020 583
NIMDA
Azlcar IL-NMDA-S 10 6.950 2.092 662
Agua SZ-SAL-H 11 5.164 2.770 .835
Salina
No Azlcar SZ-SAL-S 8 5.563 1.794 634
Choque Agua SZ-NMDA-H| 10 6.950 2.092 662
NIMDA
Azlcar SZ-NMDA-S 11 7.855 4.864 1.466

TABLA 15. Estadistica de la latencia de entrada durante la adquisicién de la IL-EIn modificada, ratas por
grupo (n), media (mean), desviacion estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).

Latencias de entrada (s) RDA

Condicion | Farmaco |Tratamiento| Grupos n mean Std. Dv. Std. Err
Agua IL-SAL-H 11 11.957 106.563 32.130
Salina
Azlcar IL-SAL-S 11 -46.874 56.038 16.896
IL
Agua IL-NMDA-H 12 -1.199 64.438 18.602
NIMDA
Azlcar IL-NMDA-S 10 -55.607 32.330 10.224
Agua SZ-SAL-H 11 -55.930 30.240 9.118
Salina
Azlcar SZ-SAL-S 8 -52.846 21.628 7.647
No Choque
Agua SZ-NMDA-H 10 -41.872 14.272 4513
NIMDA
Azlcar SZ-NMDA-S 11 -47.872 30.980 9.341

TABLA 16. Estadistica del RDA de la IL-EIn modificada, ratas por grupo (n), media (mean), desviacion

estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).
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Latencias de entrada (s) RDA

Condicion | Farmaco |Tratamiento| Grupos n mean Std. Dv. Std. Err
Agua IL-SAL-H 11 11.957 106.563 32.130
Salina
Azlcar IL-SAL-S 11 -46.874 56.038 16.896
IL
Agua IL-NMDA-H 12 -1.199 64.438 18.602
NIMDA
Azlcar IL-NMDA-S 10 -55.607 32.330 10.224
Agua SZ-SAL-H 11 -55.930 30.240 9.118
Salina
Azlcar SZ-SAL-S 8 -52.846 21.628 7.647
No Choque
Agua SZ-NMDA-H 10 -41.872 14.272 4513
NIMDA
Azlcar SZ-NMDA-S 11 -47.872 30.980 9.341

TABLA 17. Estadistica de la latencia de consumo durante la preexposicién de la IL-EIn modificada,

ratas por grupo (n), media (mean), desviacion estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).

Latencias de consumo {s) Adquisicion

Condicion | Farmaco |Tratamiento Grupos n mean Std. Dv. Std. Err
Agua IL-SAL-H 11 232.566 81.995 24,722
Salina
Azlcar IL-SAL-S 11 138.918 115.553 34.841
IL
Agua IL-NMDA-H 12 160.200 87.568 25.279
NIMDA
Azlcar IL-NMDA-S 10 80.340 68.293 21.596
Agua SZ-SAL-H 11 123.832 119.991 36.179
Salina
Azlcar SZ-SAL-S 8 35.400 34.694 12.266
No Choque
Agua SZ-NMDA-H 10 183.250 105.347 33.314
NIMDA
Azlcar SZ-NMDA-S 11 44,691 36.197 10.914

TABLA 18. Estadistica de la latencia de consumo durante la adquisicion de la IL-EIn modificada, ratas por

grupo (n), media (mean), desviacion estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).
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Latencias de consumo (s) Evocacién

Condiciéon | Farmaco |Tratamiento Grupos n mean Std. Dv. Std. Err
Agua IL-SAL-H 11 142.518 103.543 31.219
Salina
Azlcar IL-SAL-S 11 36.452 31.957 9.635
IL
Agua IL-NMDA-H 12 51.925 56.675 16.361
NIMDA
Azlcar IL-NMDA-S 10 29.130 31.258 9.885
Agua SZ-SAL-H 11 130.916 124.936 37.670
Salina
Azlcar SZ-SAL-S 8 14.450 16.224 5.736
No Choque
Agua SZ-NMDA-H 10 199.320 122.309 38.677
NIMDA
Azlcar SZ-NMDA-S 11 25.081 35.728 10.772

TABLA 19. Estadistica de la latencia de consumo durante la evocacion de la IL- EIn modificada, ratas por

grupo (n), media (mean), desviacion estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).

Consumo (ml) Pre-exposicién

Condiciéon | Farmaco |Tratamiento Grupos n mean Std. Dv. Std. Err
Agua IL-SAL-H 11 1.182 1.168 352
Salina
Azlcar IL-SAL-S 11 2.818 1.722 519
IL
Agua IL-NMDA-H 12 1.667 1.557 449
NIMDA
Azlcar IL-NMDA-S 10 3.670 1.126 .356
Agua SZ-SAL-H 11 1.273 2.005 604
Salina
Azlcar SZ-SAL-S 8 2.626 1.506 532
No Choque
Agua SZ-NMDA-H 10 1.300 1.703 .539
NIMDA
Azlcar SZ-NMDA-S 11 3.364 1.286 .388

TABLA 20. Estadistica de consumo (ml) durante la preexposicién de la IL-EIn modificada, ratas por grupo
(n), media (mean), desviacion estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).
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Consumo (ml) Adquisicidon

Condicion | Farmaco |Tratamiento Grupos n mean Std. Dv. Std. Err
Agua IL-SAL-H 11 909 1.221 368
Salina
Azlcar IL-SAL-S 11 2.818 2.401 724
IL
Agua IL-NMDA-H 12 2.333 1.775 512
NIMDA
Azlcar IL-NMDA-S 10 3.400 1.506 476
Agua SZ-SAL-H 11 2.401 1.916 578
Salina
Azlcar SZ-SAL-S 7 5.429 2.225 .841
No Choque
Agua SZ-NMDA-H 9 2.11 2472 .824
NIMDA
Azlcar SZ-NMDA-S 11 4.091 2.468 744

TABLA 21. Estadistica del consumo durante la adquisicion de la IL-EIn modificada, ratas por grupo (n),
media (mean), desviacion estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).

Consumo (ml) Evocacidn

Condiciéon | Farmaco |Tratamiento Grupos n mean Std. Dv. Std. Err
Agua IL-SAL-H 11 1.636 1.502 453
Salina
Azlcar IL-SAL-S 11 3.091 1.868 .563
IL
Agua IL-NMDA-H 12 2.333 1.435 414
NIMDA
Azlcar IL-NMDA-S 10 2.700 .949 .300
Agua SZ-SAL-H 11 2.000 2.000 .603
Salina
Azlcar SZ-SAL-S 8 3.750 1.581 .559
No Choque
Agua SZ-NMDA-H 10 2.200 2.150 680
NIMDA
Azlcar SZ-NMDA-S 11 2.727 1.489 449

TABLA 22, Estadistica del consumo durante la evocacién de la IL-Eln modificada,ratas por grupo (n), media
(mean), desviacion estandar (Std. Dv.) y error estandar (Std. Err.).
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