UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
MAESTRIA EN CIENCIAS (NEUROBIOLOGIA)

INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA

LA FORMACION DE LA MEMORIA AVERSIVA DEL SABOR BAJO DIFERENTES
ESQUEMAS DE CONSUMO DE LiQUIDOS: EFECTOS DIFERENCIALES DEL RECEPTOR
PARA HISTAMINA H; EN LA CORTEZA INSULAR

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

MAESTRO(A) EN CIENCIAS

PRESENTA:

QFB. ALEJANDRA ALCALA RAMIREZ

TUTOR (A) PRINCIPAL:
DRA. MARIA ISABEL MIRANDA SAUCEDO, INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA (UNAM)
COMITE TUTOR:
DR. MANUEL MIRANDA ANAYA, FACULTAD DE CIENCIAS (UNAM)
DRA. WENDY PORTILLO MARTINEZ, INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA (UNAM)

CIUDAD DE MEXICO, OCTUBRE DE 2020


Margarita
Texto escrito a máquina
CIUDAD DE

Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, sera exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Universidad Nacional Autbnoma de México

Instituto de Neurobiologia

Los miembros del Jurado certificamos que la tesis elaborada por: Alejandra Alcala Ramirez,
cuyo titulo es: “La formacion de la memoria aversiva del sabor bajo diferentes esquemas de
consumo de liquidos: efectos diferenciales del receptor para histamina H; en la corteza insular”
se presenta como uno de los requisitos para obtener el grado de Maestria en Ciencias
(Neurobiologia) y cumple con los criterios de originalidad y calidad requeridos por la Divisién de

Estudios de Posgrado de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

Firma

Presidente

Dra. Martha Lilia Escobar Rodriguez

Secretario (Tutor)

Dra. Maria Isabel Miranda Saucedo

Vocal

Dra. Yazmin Macotela Guzman

Suplente

Dr. Manuel Miranda Anaya

Suplente

Dra. Rebeca Corona Garcia-Cabral

Aprobado por el Comité Académico

Coordinador del Programa



RESUMEN

Restringir el consumo de liquidos es usual en protocolos experimentales como
componente motivacional para el adecuado desempefo de la conducta. Una tarea de
aprendizaje, que sigue protocolos de privacion, es el condicionamiento aversivo al
sabor (CAS) permitiendo asi obtener medidas legibles de consumo, sin embargo, pocos
estudios han analizado los posibles efectos de la sed y la motivacion sobre la formacion
y evocacion de la memoria del sabor. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue
caracterizar un protocolo de CAS sin privacion de agua, para evaluar la intensidad del
aprendizaje aversivo y la velocidad de extincion de la memoria, en comparacion con un
protocolo de CAS tradicional; ademas dado que el sistema histaminérgico esta
implicado en la conducta motivada por sed se planted conocer la participacion de los
receptores histaminérgicos Hs presentes en corteza insular (Cl), durante la formacion de
la memoria aversiva al sabor. Para lograrlo se condicionaron ratas Wistar de ambos
sexos bajo diferentes esquemas de consumo de liquidos (ad libitum, privado o cruzado)

y se administré R- o -metilhistamina (RAMH) 10 pM en CI 20 min antes de la

adquisiciéon del CAS. Nuestros datos indican que el grado de saciedad de liquidos
afecta de manera diferencial la evocacion de la memoria aversiva al sabor, pero no su
formacion ademas de que no existen diferencias debidas al sexo. La administracion de
RAMH en la CI debilita la formacion de la memoria aversiva en el esquema privado,

mientras que en el esquema ad libitum solo acelera el proceso de extincion.



SUMMARY

Liquid restriction protocols are common in animal research; many studies use
water deprivation as a motivating component during behavioral tasks. Liquid deprivation
during conditioned taste aversion (CTA) allows readable measures, however, thirst is an
important motivational component that could modulate the strength of conditioning as
well as the memory extinction process. Nevertheless, few studies have analyzed the
water deprivation effect on CTA. Therefore, our objective was to characterize a CTA
protocol without water deprivation, to evaluate the intensity of aversive learning and the
speed of memory extinction, in comparison with a traditional CTA protocol; Furthermore,
given that the histaminergic system is involved on thirst motivated behavior, we
proposed to elucidate the participation of histamine H; receptors in the insular cortex
(IC), during taste aversive memory formation. To achieve this, Wistar rats of both sexes
were conditioned under different fluid intake schemes (ad libitum, deprived, or crossed)
and RAMH 10 uyM was injected in IC 20 min before CTA acquisition. Our data indicate
the degree of liquid satiety differentially affects taste aversive memory retrieval but not
formation and there are no differences by sex. RAMH injection in IC weakens aversive
memory formation in deprived conditions, while in the ad libitum scheme it only

accelerates the extinction process.
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INTRODUCCION

La histamina juega un papel en muchas funciones cerebrales homeostaticas y de
mayor integracion, la atencion y la excitacion, inducidas por la novedad son de gran
importancia para la adaptacion a entornos cambiantes al hacer una comparacion entre
lo novedoso y el recuerdo de cosas pasadas. Esto es decisivo para el desarrollo del
cerebro, la fisiologia y la fisiopatologia, el reconocimiento de peligros y la supervivencia.
Especificamente se ha demostrado que los receptores para histamina tipo Hjz estan
implicados en funciones cerebrales superiores, como la cognicion, el aprendizaje y la
memoria, el suefo, el apetito y el metabolismo energético (Haas et al., 2008). Dada la
relevancia de la histamina en diversos procesos fisioldgicos en el presente proyecto de
investigacion se plantea el estudio de la funcion de los receptores H; en la corteza
insular (Cl), durante la formacion de la memoria aversiva al sabor bajo un esquema de
liquidos ad libitum.

El condicionamiento aversivo al sabor (CAS) es una tarea de aprendizaje
asociativo en la cual las ratas adquieren una aversion fuerte y prolongada a un sabor
novedoso cuando el consumo de ese sabor se asocia poco después con el malestar
gastrico inducido por una inyeccion intraperitoneal de Cloruro de Litio (LiCl). Dentro del
procedimiento del CAS se requiere que los sujetos de experimentacion sean privados
de liquidos para el adecuado registro de la formacion de la memoria; sin embargo,
Angulo (2018) sugiere que el estado de privacion podria estar proporcionando algin

tipo de instrucciones para procesar los estimulos.

Ademas, Contreras et al. (2016) encontraron que ratas sedientas a las que se les
presenté una botella de agua vacia tuvieron un aumento grande y significativo en el
numero de neuronas Fos-ir en el nucleo histaminérgico tuberomamilar (TMN). Por lo
tanto, es posible que la privacién de liquidos esté proporcionando instrucciones para
procesar los estimulos y que estas estén relacionadas con la activacién del sistema
histaminérgico, en consecuencia, la evaluacion de la funcion de los receptores de
histamina H; en la formacion de la memoria aversiva se plantea bajo un esquema de
liquido ad libitum que nos permitira evaluar los efectos de la saciedad y de la privacion

en dicho proceso.



Para ello, primeramente, se caracterizara un modelo CAS con dos esquemas
diferentes, un esquema es de liquido ad libitum y el otro es de privacién de liquidos,
posteriormente en la evaluacion de la funcion de los receptores para histamina Hj; se
inyectara el agonista R-a-metilhistamina (RAMH) en la Cl durante la adquisicién del

CAS, y se evaluara el consumo de liquidos durante las etapas del CAS.



ANTECEDENTES

La luz, los sonidos, el olor y el sabor, la temperatura, el dolor, el placer, entre
otros, son estimulos que recibimos de los entornos externo e interno, la sensacion
conlleva la capacidad de transducir, codificar y, en ultima instancia, percibir la
informacion generada por dichos estimulos. Aunque los sentidos basicos son
diferentes entre si, unas pocas reglas en comun dirigen la forma en que el sistema
nervioso trata con cada modalidad de estimulo. Los receptores sensoriales convierten
la energia asociada con las ondas de luz y sonido, la presencia de moléculas odorantes
o sustancias quimicas ingeridas, y las fuerzas mecanicas, en sefiales neuronales que
transmiten informacién al cerebro, y es aqui donde se representan los aspectos
cualitativos y cuantitativos del estimulo y en algunas modalidades la ubicacion del

estimulo en el espacio (Miranda, 2011; Purves et al., 2018).

Percibir es la funcion cerebral y el primer proceso cognitivo que nos permite
elaborar e interpretar la informacién proveniente de nuestro entorno a través de los
organos sensoriales, pero también la informacién proveniente de estimulos internos
como los cambios de temperatura, dolor, el prurito, sensaciones musculares y
viscerales, rubor, hambre, sed, falta de aire , entre otros , son estimulos que
representan el estado fisioldgico de todos los tejidos del cuerpo, siendo una via aferente

homeostatica (Craig, 2002).

Alimentarse es una conducta que requiere una retroalimentacion constante de
los cambios fisiolégicos internos, debido a esto el sistema interoceptivo es fundamental
durante la alimentacion para procesar la informacién homeostatica y su impacto
emocional (Miranda, 2012). El consumir alimentos podria parecer una tarea comun que
se lleva a cabo debido a la sensacién de hambre o sed, cuya respuesta deberia ser
buscar la saciedad a dichas sensaciones, sin embargo, dentro de ésta conducta se
despliega una variedad de procesos fisioldgicos y cognitivos (como la memoria, la toma
de decisiones, etc.), cuyo objetivo es mantener un balance de los requerimientos del

organismo para tener un correcto funcionamiento (Miranda, 2012).



1.-Percepcion de los sabores

El sentido del gusto otorga a los animales la capacidad de detectar, discriminar y
seleccionar los alimentos que seran ingeridos con la finalidad de mantener un equilibrio
energético. En los mamiferos la decision de ingerir un alimento no solo depende del
estimulo gustativo sino también de su apariencia, olor, familiaridad, textura, temperatura

y lo mas importante, de sus efectos postingestivos (Simon,et al., 2006).

La percepcion de un sabor inicia por la activacion de células gustativas cuyos
receptores estan entonados para responder a una modalidad o clasificacion basica del
sabor: dulce, salado, amargo, acido o umami, que son modalidades detectadas gracias
a la identidad molecular que las caracteriza, por ejemplo: lo dulce con carbohidratos, lo
salado con iones y minerales, lo amargo con alcaloides, lo acido con acidos; esta
interaccidn quimica tiene lugar en los receptores especificos distribuidos a lo largo de

toda la lengua, el paladar y la epiglotis (Miranda, 2011).

La identidad quimica y la concentracion de las modalidades gustativas es
informacion que deber ser llevada hacia el sistema nervioso central a través de
diferentes nervios. En el paladar y la parte anterior de la lengua los receptores
gustativos estan inervados por las ramas del nervio facial (VIl): chorda tympani y la
rama superior petrosal, respectivamente. En la epiglotis, el eséfago y la parte posterior
de la lengua los receptores gustativos estan inervados por la rama lingual del nervio
glosofaringeo (IX) y la rama superior laryngeal del nervio vago (X), estas dos ramas
median principalmente la ingestién o el rechazo de los alimentos (Simon et al., 2006;
Smith & Lemon, 2007).

La percepcién del sabor es entonces un proceso neural distribuido que integra
informacion del gusto especializado, las fibras orosensoriales y las gastrointestinales
para ser transmitida hacia el cerebro con la finalidad de que el organismo participe en

comportamientos de alimentacion adecuados (Simon et al., 2006; Miranda, 2011).



2.-Procesamiento central del gusto

El reconocimiento de los sabores va mas alla de la codificacion de las
modalidades gustativas, la participacion de neuronas que responden o entonan de
forma mas amplia es necesaria para la integracion de la informaciéon variada que
necesita ser evaluada, comparada y catalogada. Estas neuronas se ubican en las areas
cerebrales encargadas de procesar e integrar aspectos mas complejos del sabor e
informacion diversa y de compararla con informacion adquirida en experiencias previas
(Miranda, 2011).

El estudio de las vias neuronales por las cuales se transmiten las sefales del
sabor, asi como las senales viscerales han sido estudiadas bajo diferentes enfoques.
En general las areas con una funcién esencial durante la formacién de la memoria del
sabor son (figura 1): el nucleo del tracto solitario (NTS), el nucleo parabraquial (NPB), el
nucleo basal magnocelular (NBM), la amigdala y la corteza insular (Cl), otras
estructuras como el nucleo accumbens (NAcc), la corteza perirrinal (PC) y la corteza
prefrontal medial (mPFC) tienen una participacion importante en la formacion de la

memoria gustativa (Nufez-Jaramillo, 2010).
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Figura 1. Vias neuronales estudiadas en diferentes modelos animales que estan involucradas
en el procesamiento del sabor y de estimulos viscerales durante la formacion de la memoria
gustativa, asi como otras vias neuronales cuyo papel aun no se ha determinado pero que se
piensa podrian estar participando. Amy, amigdala; PC, corteza perirrinal; NPB, nudcleo
parabraqueal; NBM, nucleo basal magnocelular; Thalamus, talamo; IC, corteza insular; NAcc,
nucleo accumbens; mPFC, corteza prefrontal medial; NTS, nucleo del tracto solitario
(modificado de Nunez-Jaramillo et al., 2010).

Cuando las ramas de los nervios facial, glosofaringeo y vago han sido activadas
transmiten esta informacion a la parte rostral del nucleo del tracto solitario, el cual es el
primer relevo sinaptico de la informacion gustativa a nivel central y recibe proyecciones
del nucleo central de la amigdala (CeA). Las neuronas del NTS proyectan de forma
ipsilateral hacia el nucleo parabraquial del puente (Nufez-Jaramillo et al., 2010) el cual
es la segunda estacion de relevo de ambas vias, la gustativa y la visceral. El subnucleo
medial del PBN recibe proyecciones del area gustativa de la parte rostral del NTS
mientras que el subnucleo lateral del PBN recibe proyecciones del area visceral de la
parte caudal del NTS (Miranda, 2012).

El PBN es considerado una de las areas de procesamiento central con un papel
crucial en la asociacion de estimulos durante la formacién de la memoria aversiva, es
decir en este relevo la memoria gustativa interactua con las sehales de malestar
visceral (Nufiez-dJaramillo et al., 2010). Ademas tiene eferencias hacia la amigdala
central y la basolateral, el hipotalamo lateral y la base del estriado, las funciones de
esas areas limbicas pueden estar relacionadas con los aspectos motivacionales vy

hedodnicos de las conductas de alimentacion y consumo de liquidos (Yamamoto, 1984).

El talamo, que es la tercera estructura activada en la ruta del sabor, donde la
codificacion esencial de los cinco gustos basicos activa especificamente algunas
neuronas, pero muchas otras también responden en conjunto a distintas modalidades o

estimulos, como el olor, la textura, etcétera (Miranda, 2011).

La actividad colinérgica del nucleo basalis magnocelularis es requerida durante
las etapas tempranas de la formacién de la memoria gustativa, independientemente del
componente heddénico del sabor, ademas modula la liberaciéon de ACh en la Cl durante

el consumo de un sabor novedoso (Nufiez-Jaramillo et al., 2010).



La estructura implicada en el procesamiento emocional con un papel importante
en la formacion de memorias aversivas es la amigdala. Durante la formacion de la
memoria gustativa la amigdala es modulada por diversos neurotransmisores, la
actividad glutamatérgica participa en la adquisicion y en la consolidacion de la memoria,
la noradrenalina modula la actividad de la amigdala durante la codificacion y la
expresion de memorias emocionales. También existe abundante evidencia acerca de su
participacion en la formacién de la memoria aversiva al sabor y su conexion con la ClI

(Nufez-Jaramillo et al., 2010).

Por ultimo, la CI funciona como una estructura integradora; ya que sus neuronas
son capaces de procesar multiples propiedades gustativas incluyendo las respuestas
sensoriales y hedonicas, viscerales y nociceptivas, el procesamiento de lo nuevo, la

ingestion, la motivacion y las respuestas temporales (Miranda, 2012).

La Cl se encuentra conectada con diferentes sistemas de neurotransmisién los
cuales son capaces de liberar neurotransmisores como histamina (Haas et al., 2008),
acido gamma-aminobutirico (GABA), acetilcolina (ACh) y glutamato; tiene conexiones
en ambos sentidos con la amigdala, aferencias desde el nucleo basal magnocelular y el
talamo, conexiones con el nucleo NPB y eferencias hacia el nucleo del tracto solitario.
La Cl es una estructura fundamental en la formacién de la memoria gustativa, tanto
aversiva como apetitiva, ya que algunos estudios han demostrado que su inactivacién
temporal o lesion afecta los procesos de adquisicion y evocacion durante el CAS

(Nufez-Jaramillo et al., 2010).

3.-Memoriay aprendizaje

La habilidad que tienen los organismos para responder a los cambios que
suceden en su entorno ha evolucionado de tal forma que afadié una nueva dimension a
la capacidad de adaptacion, siendo su base mas flexible la evolucion de la capacidad
del organismo de variar sus respuestas conductuales de acuerdo a los requerimientos

ambientales, es decir, de aprender (McGaugh, 1973). El aprendizaje puede hacer

7



rapidamente lo que la evolucion solamente puede hacer de forma lenta, mientras que la
adaptacién a una condicion ambiental puede llevar generaciones para lograrlo a traves
de la evolucién, un organismo que puede aprender es capaz moldear su propio
comportamiento para ajustarse a una variedad de condiciones ambientales (McGaugh,
1973).

Aprendizaje es definido como un cambio mas o menos permanente en la
conducta producido por una experiencia, y que no es debido a la maduracion, fatiga,
drogas y/o enfermedad (Hilgard et al., 1969), mientras que la memoria es el proceso
por el cual la informacién derivada de una experiencia persiste a través del tiempo y es
recuperada durante el desempefio de alguna accion ( Kandel et al., 2013; Crowder,
2015) .

Existen principios abstractos acerca de como debe ser analizado el proceso de
aprendizaje y memoria, estos principios proveen un contexto organizado de
aproximacion a la teoria: etapa de analisis, codificacion del analisis y analisis de la
tarea. La etapa de analisis denota la separacion del proceso de aprendizaje y memoria

en 3 fases:

1. Adquisicion: Colocar la informacion en el almacén de la memoria en primer lugar.
Este proceso solamente puede ser estudiado a través del desempeno en una
prueba de la memoria.

2. Retencion: La persistencia de la memoria a través del tiempo

3. Recuperacion: la extraccion de la informacion almacenada cuando se necesita.

Tradicionalmente el término aprendizaje ha sido asignado a las operaciones
experimentales que se forman principalmente en la fase de adquisicion y el término

memoria en la retencién y recuperacion de la informacion.

Durante la codificacién se analizan los aspectos de las experiencias que son
grabados en la memoria, y en el andlisis de la tarea se descomponen las habilidades
complejas en habilidades constitutivas mas simples, en la creencia de que este
subconjunto de habilidades pueden ser mas manejables en teoria que la tarea global
(Crowder, 2015).



4.-Clasificacion de la memoria

El aprendizaje y la memoria son funciones cognitivas que abarcan una variedad
de subcomponentes que pueden ser clasificados en diferentes formas, ya sea en la
dimension temporal o diferenciar los tipos de memoria en virtud de su contenido y los
mecanismos de adquisicion. Dado que existen muchas interacciones y traslapes entre
estos subcomponentes, resulta complicado obtener una taxonomia completamente

satisfactoria (Brem et al., 2013).

Por lo tanto, basandose en el tiempo que dura almacenada la informacién
adquirida se puede hacer una clasificacién en tres tipos basicos: memoria inmediata,

memoria a corto plazo y memoria a largo plazo (Purves et al., 2018).

Memoria inmediata

También llamada memoria sensorial (Goio, Federman, Navarro, Marisa, &
Wirschmidt, 2012), por definicion es la habilidad del cerebro para mantener la
experiencia en curso por un segundo o menos (Purves et al., 2018). Comprende la
capacidad habitual de mantener en la mente experiencias durante fracciones de
segundo. En ésta memoria se almacena la informacion que proviene del medio externo
(sonidos, olores, imagenes, sabores, etc.) que ingresa al sistema a través de los
organos sensoriales para su reconocimiento y clasificacion en base a las caracteristicas
fisicas de los estimulos (Goio et al., 2012). La memoria sensorial a su vez se divide en
memoria iconica y memoria ecoica (Wright et al., 2012). En el sistema de memoria
visual (icdnica), las imagenes pueden permanecer hasta medio segundo incluso si la
informacion visual se presenta por un periodo de tiempo muy corto, es posible recordar
ciertos aspectos de esa informacion, lo que sugiere que se puede utilizar el rastro de la
informacion que queda en la memoria. La memoria ecoica (auditiva) es similar a la
memoria iconica, en que el estimulo persiste durante mas tiempo del que se presenta,
pero con una capacidad menor debido al procesamiento secuencial (Wright et al.,
2012).



Memoria a corto plazo

Es la habilidad de sostener y manipular informacién en la mente de segundos a
minutos mientras esta siendo usada para lograr cierto objetivo. Esta estrechamente
relacionada a un tipo especial de atencion que opera en representaciones internas mas
que en entradas sensoriales como tales. Aunque es estudiada en el contexto de
memoria declarativa, la memoria a corto plazo opera en la adquisicion vy

almacenamiento final de informacién no declarativa (Purves et al., 2018).

-Memoria de trabajo. No es completamente distinta a la memoria a corto plazo y
generalmente se ha visto como la combinacién de multiples componentes que
trabajan juntos (Cowan, 2009). Se refiere al mantenimiento activo y temporal y a
la manipulacion de informacion necesaria para realizar tareas complejas,
mientras se ignora informacion irrelevante (Brem, et al., 2013). Este tipo de
memoria permite realizar varias actividades de manera simultanea,
seleccionando, utilizando y descartando informacion necesaria en un instante e

inutil en el siguiente (Goio et al., 2012).

Memoria a largo plazo

Esta categoria implica la retencion de informacion en una forma mas
permanente de almacenamiento por dias, semanas, o incluso toda una vida.
Informacién particularmente significante de la memoria inmediata o a corto plazo puede
ir a la de largo plazo (Purves et al., 2018). Diversos estudios han demostrado que la
memoria a largo plazo puede dividirse en varias categorias, por ejemplo, en base a la
forma de expresar la informacion adquirida cuando se recupera encontramos la
memoria declarativa (o explicita) y la memoria no declarativa (Goio et al., 2012).

Aunque algunos investigadores estan a favor de una clasificacion diferente para el resto
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de los animales (no humanos), estudios sugieren que procesos similares de memoria
operan en todos los mamiferos y estas funciones son llevadas a cabo por circuitos

neurales homologos (Purves et al., 2018).

- Memoria declarativa. Corresponde a memorias explicitas que son conscientes
y verbalmente transmitibles (Brem et al., 2013). Esta memoria contiene la
informacion aprendida sobre los eventos, lugares y objetos (tiempo, lugar y
circunstancia) y los conceptos, a la vez que dicha informacién es evocada de
manera consciente (Goio et al.,, 2012). En esta memoria encontramos dos
subdivisiones: la memoria episédica, que se refiere a la informacién de
acontecimientos de la vida propia, permite recordar eventos puntuales, y la
memoria semantica, donde se almacena la informacion que no requiere de un
contexto espacio-temporal especifico (Romero & Hernandez, 2011).

- Memoria no declarativa. Representa un tipo de memoria implicita no verbal
que se adquiere de modo subconsciente, (Brem et al., 2013) implica habitos,
habilidades y asociaciones, cabe mencionar que la gran mayoria de los modelos

animales estan contenidos en ésta clasificacion (Goio et al., 2012).

Es necesario tener cuidado al afirmar que la memoria declarativa es adquirida de
forma explicita y la no declarativa de forma implicita ya que se esta haciendo una
simplificacion poco precisa pues algunas memorias declarativas pueden ser adquiridas
subconscientemente (Ej., memorias de un evento emocional intenso), y las memorias
no declarativas pueden ser adquiridas conscientemente (Ej., aprendizaje de
movimientos motores al practicar deporte o el uso de algun instrumento musical) (Brem
et al., 2013).



4.1 Memoria del sabor

La memoria del sabor esta clasificada dentro de las memorias sensoriales ya que
almacena informacion proveniente del medio externo para su reconocimiento y

clasificacion (Goio et al., 2012).

El reconocimiento de un sabor es una respuesta instintiva innata que usualmente
incluye procesos de recuerdo de experiencias (Nufez-Jaramillo et al., 2010), después
de una o varias exposiciones al sabor de un alimento, este puede ser memorizado,
especialmente si hubo una asociacion con las sensaciones placenteras o
displacenteras (valor hedodnico) y una vez que los atributos del estimulo han sido
detectados, la memoria del sabor permite asociar los estimulos con las consecuencias
postingestivas (Nufez-Jaramillo et al., 2010) . Esta memoria es una funcion fisiolégica
muy importante en los organismos, especialmente en los omnivoros pues permite incluir
en la dieta una variedad de alimentos basandose en sus sabores (Bermudez-Rattoni,
2007) y permite discriminar entre los que son seguros y los que son toxicos como

mecanismo de supervivencia (Bermudez-Rattoni, 2004).

La codificacion de la memoria del sabor inicia cuando los componentes quimicos
del alimento hacen contacto con células gustativas de la cavidad oral, se ha
demostrado que la percepcion del sabor inicia aproximadamente 200 milisegundos
después de la presentacion de un sabor y por consiguiente inicia un proceso de
transduccion para este nuevo sabor (Bermudez-Rattoni, 2004). La formacion de la
memoria del sabor, como muchas otras memorias, requiere de la activacion neuronal
que induzca cambios estructurales y funcionales en los circuitos de redes neuronales.
Mediante diversos estudios se ha demostrado un amplio rango de mecanismos
celulares y moleculares que contribuyen a la formacién de esta memoria (Nufez-

Jaramillo et al., 2010).

Cuando los animales se encuentran con un sabor novedoso es comun observar
cierto grado de indecision para consumirlo, mostrando un consumo reducido, a esto se
le conoce como respuesta neofdbica. Si el sabor no tiene consecuencias negativas se

reconoce como un sabor seguro, llevando a un incremento en su consumo (atenuacion

12



de la neofobia), pero si el sabor es asociado con malestar, el alimento sera rechazado
en la préxima exposicion, desarrollando asi una aversion duradera, y el sabor por si

solo se convierte en una sefnal aversiva (Bermudez-Rattoni, 2014).

En resumen, la memoria del sabor incluye el reconocimiento de sabores ademas
de diferentes caracteristicas asociadas con el sabor, lo cual en términos de adaptacién
evolutiva es necesario para una seleccidon adecuada de alimentos, que ayudara a
determinar la probabilidad de supervivencia y reproduccién (Nufez-Jaramillo et al.,
2010).

5. Modelos de estudio

Los modelos experimentales en animales sobre los procesos de formacion de
memoria han demostrado que la codificacion, el almacenamiento y la recuperacion de
informacion se deben a la actividad neuronal plastica en una red distribuida que
comprende muchas areas cerebrales. Los modelos empleados para estudiar la
memoria del sabor tienen la ventaja de estar fundamentados en informacion sustancial
ya conocida sobre las estructuras neuronales y los circuitos involucrados en la ruta

central activada por el gusto o la estimulacion visceral (Nufiez-daramillo et al., 2010).

Son dos los modelos experimentales de formacion de la memoria mas utilizados
en el laboratorio: el aprendizaje apetitivo o de preferencia y el aprendizaje aversivo;
ambos modelos permiten estudiar por separado las etapas de adquisicion y
consolidacion de la memoria y permiten evaluar la respuesta hedoénica o de aversion

hacia el estimulo (Nufiez-Jaramillo et al., 2010).

La respuesta heddnica natural a un sabor determinado puede analizarse
facilmente observando los movimientos orofaciales de los animales en respuesta a un
nuevo sabor, y cuantificando su consumo, sin embargo, si al consumo le sigue un
malestar gastrico, los movimientos orofaciales cambian y el consumo disminuye

significativamente. Se ha propuesto que la conducta apetitiva y la aversiva son los
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extremos de un mismo continuum (Fig 2 a,b). Varios experimentos han demostrado que
se requiere un periodo de 2 a 4 horas en el que no haya consecuencias nocivas de la
ingesta de alimentos para clasificar un estimulo gustativo como seguro o neutral
(Bermudez-Rattoni, 2004).

El CAS es un paradigma de aprendizaje en el cual un sabor novedoso (estimulo
condicionado, ES) es asociado con malestar gastrico (estimulo incondicionado, El).
Después de una unica presentacion de los estimulos los animales aprenden y evitan
consumir el sabor asociado con el malestar (Fig 2 a,b), el periodo inter estimulo puede

ser de 1-4 horas y aun asi generar una memoria robusta (Miranda et al., 2003).

Es frecuente que en los modelos experimentales se use sacarina en solucion
como estimulo novedoso y un agente farmacologico que puede ser administrado via
oral o mediante inyeccidén intraperitoneal (i.p) para provocar malestar gastrico
transitorio, comunmente el Cloruro de Litio (i.p) cumple esta funcion (Bures et al.,
1998).

El CAS como modelo de estudio permite evaluar por intervalos separados las
diferentes etapas de la formacion y la recuperacion de la memoria aversiva.
Adicionalmente pueden realizarse variaciones al modelo: diferente sabor novedoso; la
via de presentacion del sabor puede ser en exposicion a una sola botella, multiples
botellas con diversos sabores o infusiones intraorales a través de una canula, también
los tiempos de exposicion e incluso el tiempo inter estimulo pueden variar segun el
protocolo a seguir. Es importante que al interpretar los resultados se tomen en cuenta
las adaptaciones al modelo debido a que la liberacibn de neurotransmisores y la
actividad celular puede cambiar significativamente dependiendo del método usado
(Miranda, 2012).

Es relevante mencionar que los modelos de estudio previamente analizados
tienen como parte de la metodologia un horario de privacion de consumo de liquidos
que puede ser hasta de 24 horas, llevando a cambios en los estados motivacionales
para la busqueda de liquidos, y a procesos de atencion relacionados a su consumo.
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Figura 2. a. Cuando un animal ingiere una sustancia nueva que es inofensiva, gradualmente
aprende que su consumo es seguro. Las flechas representan los posibles inicios del malestar,
por ejemplo, si el malestar es inducido al tiempo (t) “a”, la rata desarrollara una mayor aversion
que si el malestar se induce al tiempo “b”. Una vez que el periodo en el que se puede
establecer la asociacién aversiva termina (triangulo morado), los animales desarrollaran
atenuacion de la neofobia (triangulo rosa), incluso si el malestar ocurre en el tiempo “c”. b.
Consumo de una solucion de sacarina 0.25% (expresado en porcentaje de linea base de agua)
consumida durante la primera presentacién (adquisicidén) y presentaciones posteriores. Existe
una disminucion en el consumo (neofobia) durante la primera presentacién de sacarina. Los
puntos morados representan un grupo que recibié un estimulo inductor de malestar (inyeccion
i.p. de LiCl) 15 minutos después de la primera exposicién a la sacarina, desarrollando CAS. Los
puntos rosas representan a un grupo que muestra atenuacion de la neofobia, ya que los
animales no recibieron el LiCl (modificado de Bermudez-Rattoni et al., 2004).

6.- Motivacion

“Motivacion” se refiere al fortalecimiento de un comportamiento y especialmente
a las fuentes de esta fuerza que mantienen dominantes temporalmente a un conjunto
particular de respuestas sobre otras y dan cuenta de la continuidad y direccion del
comportamiento. (Hebb, 1955). Por otro lado, Escobar y Aguilar, (2002) mencionan que
la motivacién implica a los estados internos que dirigen al organismo hacia “metas” o

fines determinados y le confieren intensidad a la conducta.

Todos los animales necesitan de motivacién para satisfacer sus necesidades
basicas, incluyendo alimento, agua, sexo o interaccién social, necesidades que son

requerimiento para la supervivencia, pero en todos los casos estos objetivos o metas
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deben alcanzarse en cantidades y tiempos apropiados. Es entonces que el impulso
motivacional debe ser modulado como una funcién tanto de los estados internos como

de las condiciones ambientales externas (Simpson, 2016).

Una conducta motivada u orientada a una meta requiere que los componentes
individuales se organicen en una secuencia especifica, Swanson y Mogenson (1981)
sugieren tres estados secuenciales que son comunes a una variedad de conductas

adaptativas u orientadas a un objetivo (Escobar & Aguilar, 2002) :

Fase de iniciacién: puede ser inducida por deficiencias fisioldgicas, sefiales
sensoriales exteroceptivas o informacion cognoscitiva.

Fase de procuracion: consiste en la excitacién o alertamiento general asociado
con la ejecucion de conductas de desplazamiento, la informacién sensorial
exteroceptiva, la utilizacion de experiencias pasadas (aprendizaje) y las
respuestas viscerales que regulan los procesos homeostaticos.

Fase consumatoria: incluye la realizacion de respuestas motoras
preprogramadas (como lamer, masticar y deglutir, en la conducta de ingesta), la
retroalimentacion sensorial (como gusto y olfato), los mecanismos de saciedad
que estan involucrados en la terminaciéon de la respuesta, al igual que de

reforzamiento.

En resumen la conducta dirigida hacia una meta inicia por estimulos internos y
externos e involucra conductas de desplazamiento hacia la meta, aumento del nivel de
alertamiento y orientacion del organismo en direcciones que lo acercan o lo alejan de
metas especificas (Mifiana-Solis et al., 2009).

Se ha sugerido que la motivacién tiene una estructura jerarquica en el sentido de
que factores como el ciclo suefio-vigilia pueden afectarla confiriéndole un orden

temporal a los procesos fisioldgicos y a la conducta (Escobar, 2002; Simpson, 2016).

Muchos factores influyen en la motivacién, incluidos los estados fisiologicos
internos del organismo, las condiciones ambientales actuales, asi como las

experiencias del organismo. Para que estos factores puedan influir en la motivacion, la



informacion debe evaluarse y codificarse, y al menos que los motivos sean nuevos, la
valoracion y codificacion se vera afectada por los procesos de aprendizaje y
recuperacion. En la figura 3 se describe de manera simplificada cémo se procesa e
integra dicha diversidad de informacion para generar motivacion como resultado de un
analisis costo-beneficio que abarca todos los factores y procesos que pueden tener una

influencia potencial (Simpson, 2016).
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Figura 3. Diagrama simplificado de los factores y procesos involucrados en la motivacion. Se
coloca el analisis de costo-beneficio en el centro del concepto de motivacion. Se ha demostrado
que tres categorias principales de factores influyen en la motivacion: el estado fisioldgico del
individuo, el medio ambiente y la historia. La informacién sobre las tres categorias de factores
estara sujeta a una serie de procesos (representados dentro del évalo azul), incluida la
evaluacioén y la codificacién. En casi todas las circunstancias, el motivo, el medio ambiente y el
estado fisioldgico no seran nuevos; por lo tanto, la informacion también se sometera a procesos
de aprendizaje y recuperacién. Todos los procesos combinados dan como resultado la
ponderacion de todos los costos y beneficios relacionados con el motivo, y la salida del calculo
de costo-beneficio impactara en la direccion y el vigor de la accidon que se toma hacia la meta.

El estudio de la motivacion presenta dificultades ya que no es posible observar la
motivacion de manera directa o aislada, esta debe ser inferida evaluando cambios en la
conducta asociados con estimulos internos o externos y con procesos de aprendizaje
(Hebb, 1955).



6.1 Motivacion y aprendizaje: sed y hambre como reguladores de
aprendizaje

El hambre y la sed son motivaciones primarias innatas que surgen a partir de una
privacion corporal ya que su satisfaccidon es esencial para la supervivencia del individuo

o de la especie (Escobar & Aguilar, 2002).

Varios estudios experimentales en animales reportan que entre mas sediento o
hambriento esté el animal, estara mas motivado para adquirir liquidos o alimentos,
respectivamente (Salary, 1994). Los modelos experimentales en animales comunmente
consideran protocolos de restriccion de liquidos o de alimentos durante el desempefio

de diferentes tareas conductuales o de aprendizaje (Toth & Gardiner, 2000).

La conducta alimenticia debe estar coordinada con las condiciones ambientales,
tales como el ciclo luz-oscuridad y la disponibilidad del alimento, asi como los
requerimientos  fisioloégicos internos, como son mantener las funciones
gastrointestinales y balance energético (Poulin & Timofeeva, 2008). Cuando la
disponibilidad de alimentos esta restringida a un horario de pocas horas en un tiempo
determinado durante el dia, los animales desarrollan un ritmo circadiano de
entrenamiento alimenticio y muestran un comportamiento llamado “actividad alimenticia
anticipada” que se manifiesta dentro de las horas precedentes al acceso al alimento por
alerta (arousal) y un incremento en la exploracion y en la locomociéon (Stephan, 2001).
En este proceso el animal aprende a modificar sus patrones de ingestion para ajustarse
a la oportunidades de disponer de alimento o liquidos a través de los dias (Toth &
Gardiner, 2000).

Los efectos que tiene la restriccion de liquidos o de alimento en el desempefio de
diferentes tareas conductuales han sido poco evaluados, las evidencias que existen
indican la existencia de diferencias en la ejecucion de tareas de aprendizaje cuando lo
que se restringe es agua o alimento. Komaki (2004) realizé6 experimentos para evaluar
los efectos diferenciales de hambre y la sed en la formacion de la memoria. En un

experimento de laberinto radial las ratas privadas de agua dominaron la tarea mas



rapido que el grupo privado de alimento, llegando a la conclusion de que la sed

constituye una mejor condicion para la retencion en el proceso aprendizaje-memoria.

Si hablamos del efecto que tiene la libre disposicién de liquidos o la restriccion en
el aprendizaje, Angulo (2018) sugiere que la privacién conduce a un estado interno
diferente para procesar los estimulos y por consecuencia los resultados en el

aprendizaje podrian mostrar diferencias.

En la década de los 70’s Grote & Brown (1973) demostraron la influencia que
tiene el grado de saciedad de liquidos en el CAS. Ellos encontraron que la extincion de
la memoria aversiva fue mas rapida en ratas pardas bajo una alta privacién (23 horas)
del consumo de liquidos, en comparacion con aquellas con un nivel bajo de privaciéon
(10 horas), llegando a la conclusion de que el consumo del sabor condicionado sin la
presentacion del malestar durante la extincion, podria estar dando una mayor
actualizacion acerca de las consecuencias postingestivas de la sacarina en las ratas

altamente privadas.

Estudios recientes encontraron que es posible realizar un CAS en ratas no
privadas de alimento donde el estimulo condicionado es un sabor novedoso en
presentacion solida y el malestar visceral es provocado por el movimiento rotatorio
voluntario en una rueda para entrenamiento de roedores, sefialando que estos
hallazgos pueden contribuir a la investigacion basica del aprendizaje y la memoria como
una técnica alternativa para estudiar el CAS minimizando el malestar provocado en los

animales (Nakajima, 2018).



7.-Diferencias debidas al sexo en el aprendizaje y la memoria

La decision de plantear proyectos que incluyan ambos sexos debe estar
sustentada en la respuesta a ciertas preguntas, tal como lo afirman Becker y Koob
(2016). Hay que cuestionarse ¢por qué machos y hembras deberian responder de
manera diferente a determinadas condiciones experimentales?, ademas de considerar
la naturaleza del rasgo o fendmeno que queremos evaluar, preguntarse también si ¢ hay
algo en la historia evolutiva y/o en las estructuras sociales actuales de las especies bajo

investigacion, causantes de dichas diferencias?.

Al estudiar algun fendbmeno en hembras existe la creencia de que necesitamos
empezar por observar los efectos del ciclo estral en una funcion particular o conducta
debido a la asuncion de que las hembras son intrinsecamente mas variables que los
machos, observaciones que conllevan una mayor inversién de tiempo y recursos. Esta
ultima consideracién ha tenido un gran impacto en el trabajo cientifico dejando
subrepresentado al sexo femenino dentro de los estudios con ratios machos versus
hembras de 3.7-1 en estudios de fisiologia y de 5:1 en estudios de farmacologia y

neurociencia (Beery & Zucker, 2011).

Afortunadamente, metaanalisis de estudios biomédicos y de neurociencia
(Becker, Prendergast, & Liang, 2016; Prendergast, Onishi, & Zucker, 2014) encontraron
que incluso cuando ratas o ratones hembra se emplean en experimentos sin considerar
la fase del ciclo estral, sus datos no son mas variables que aquellos obtenidos en
machos, esto aplica para mediciones conductuales, electrofisioldgicas, neuroquimicas e

histoldgicas.

Antes de hablar explicitamente de las diferencias debidas al sexo en el
aprendizaje y la memoria es importante considerar que existen algunas diferencias
neurobioldgicas que son relevantes para estas funciones y que existen en multiples
niveles de analisis, desde la neuroanatomia hasta los mecanismos moleculares que

subyacen a las propiedades de los circuitos (Andreano & Cahill, 2009).
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A continuacion, se describen de forma puntual los resultados de diferentes tareas
de aprendizaje que han sido evaluadas en ambos sexos con la observacion de la

posible participacion de las hormonas gonadales en tales hallazgos.

Reconocimiento de objetos

El unico estudio de localizacién de objetos que evalua las diferencias sexuales
en roedores indica que las hembras superan significativamente en esta tarea a los
machos (Sutcliffe, Marshall, & Neill, 2007). Ademas, la aplicacion exdégena de las
hormonas ovaricas estradiol y/o progesterona, mejoraron el desempefo de esta tarea
en hembras ovarectomizadas, semejante a los resultados obtenidos en ratas que se
encuentran en la fase receptiva sexual (estro conductual) (Walf, Rhodes, & Frye, 2006)
lo cual sugiere que existe una diferencia debida al sexo que puede ser dependiente de

los efectos de las hormonas gonadales estradiol y progesterona.

Condicionamiento clasico del parpadeo

Durante este condicionamiento se observan diferencias debidas al sexo (Beylin
et al., 2001; Solomon, Vander Schaaf, Thompson, & Weisz, 1986). Las hembras
superan a los machos (Bangasser & Shors, 2007; Christina Dalla, Papachristos,
Whetstone, & Shors, 2009; Hodes & Shors, 2005; Leuner, Mendolia-Loffredo, & Shors,
2004; Shors & Miesegaes, 2002; Wood & Shors, 1998) y comienzan a aprender a
cronometrar el parpadeo mas pronto que los machos y la diferencia es mas evidente el
primer dia de tratamiento. De alguna manera ellas estan aprendiendo a anticipar el
inicio del estimulo incondicionado y como consecuencia pueden emitir respuestas en un
mejor tiempo (Bangasser & Shors, 2007; Christina Dalla et al., 2009; Waddell,
Bangasser, & Shors, 2008). Las diferencias son evidentes en todo el ciclo estral y no

solamente dependen de la presencia de estrégenos (Waddell et al., 2008).
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Condicionamiento al miedo

Se ha demostrado que las hembras tienden a expresar menos la respuesta de
congelamiento que los machos durante la adquisicién (Maren et al., 1994; Pryce et al.,
1999). En general, los machos superan a las hembras en los paradigmas de
condicionamiento al miedo. Las diferencias debidas al sexo en este condicionamiento
son contrastantes con las observadas con la respuesta condicionada del parpadeo
posiblemente debido al tipo de tarea y a la variable usada para evaluar la respuesta
condicionada. En el paradigma de condicionamiento al miedo, factores no asociativos,
como el miedo, podria interferir con el aprendizaje, en cambio en el paradigma de
condicionamiento al parpadeo, el miedo podria estar minimizado (Shors & Servatius,
1997).

Condicionamiento operante

En la tarea de evitacidén unidireccional y en la bidireccional las hembras escapan
mas pronto que los machos durante los primeros ensayos (Christina Dalla, Edgecomb,
Whetstone, & Shors, 2008; Shors et al., 2007). Las hembras también superan a los
machos en otro tipo de condicionamiento operante, en el cual necesitan evitar un
choque presionando una palanca (Heinsbroek, van Oyen, van de Poll, & Boer, 1983;
Van Oyen, Walg, & Van De Poll, 1981). La remocién de los ovarios no previene las
diferencias debidas al sexo (Beatty & Beatty, 1970; Christina Dalla et al., 2008; Levine &
Broadhurst, 1963; Van Oyen et al., 1981).

La testosterona ha sido propuesta por tener propiedades ansioliticas lo cual
puede contribuir a la estrategia pasiva que las ratas macho eligen en respuesta al

choque eléctrico (Toufexis, Myers, & Davis, 2006).

En otra tarea los machos ejecutan mejor que las hembras al presionar una
palanca para recibir un estimulo positivo (van Haaren, van Hest, & Heinsbroek, 1990),
se ha observado que las hembras se enganchan en otras actividades que no son

presionar la palanca.

Parece ser que, en tareas de evitacion activa, la testosterona juega un papel mas
importante que los estrogenos en la emergencia de diferencias debidas al sexo,
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mientras que en los condicionamientos de parpadeo y al miedo, el estradiol y la
progesterona en hembras son mas importantes. Estas tareas de aprendizaje difieren en
el hecho de emitir una respuesta voluntaria con respecto a los paradigmas de
condicionamiento clasico en los que se emite una respuesta incondicionada obligatoria
ante el estimulo que no depende de la voluntad. Entonces los dos tipos de
entrenamiento son bastamente diferentes en términos de la actividad volitiva y de los

procesos de aprendizaje implicados (Christina Dalla & Shors, 2009).

Condicionamiento aversivo al sabor

Las diferencias debidas al sexo durante la adquisicién del CAS no son aparentes,
es decir la adquisicion es conservada y persistente, pero si existen diferencias durante
la extincion (Bethus, Lemaire, Lhomme, & Goodall, 2005; Rinker, Busse, & Riley, 2008).

Las hembras tipicamente extinguen mas rapido que los machos; consumiran la
solucién dulce en menos tiempo y lo haran en cantidades grandes, ademas, esta
reportado que la castracion de machos acelera la extincion, mientras que la
ovariectomia no tiene consecuencias (Chambers & Sengstake, 1976; Chambers,
Sengstake, Yoder, & Thornton, 1981; Randall-Thompson & Riley, 2003).

Al administrar testosterona se incrementa la duracién de la extincion en ambos
sexos, sugiriendo un rol activacional en esta tarea (Chambers & Bolles, 1976;
Chambers et al., 1981). Cuando el estradiol se administra en ratas hembra
ovarectomizadas antes de los estudios de extincion, se acelera la extincion de la
aversion (Chambers & Sengstake, 1976; Yuan & Chambers, 1999a, 1999b). Entonces
el efecto activacional de las hormonas parece influenciar la extincion de la respuesta
aprendida dentro del paradigma de CAS. El desempeio de esta tarea esta influenciado
por las diferencias debidas al sexo en la preferencia por sabores dulces y las
propiedades aversivas o de recompensa en los componentes usados (Bethus et al.,
2005; Busse, Freeman, & Riley, 2005; Clarke & Ossenkopp, 1998; C. Dalla et al., 2005).

La reactividad al sabor, las propiedades recompensantes y las respuestas
aversivas son influenciadas por las hormonas sexuales (Clarke & Ossenkopp, 1998) y
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como resultado, es dificil estudiar las diferencias debidas al sexo en el CAS, aunque
existan. Complicando mas la situacion se tiene que la administracion exogena de
hormonas sexuales como el estradiol presenta propiedades inductoras de malestar, las
cuales en turno pueden influenciar el CAS (Yuan & Chambers, 1999a). Como resultado,
es dificil estudiar las diferencias debidas al sexo. Lo anterior nos lleva a la conclusién
de cuan importante es considerar el tipo de aprendizaje, porque en este caso
representa una manera en que el animal aprende a seleccionar una dieta disponible y
adecuada en su ambiente (Choleris et al., 2000), lo cual tiene un valor adaptativo,

independiente del sexo.

Para finalizar no se puede esperar una dependencia total de los procesos de
aprendizaje en una o0 en unas cuantas hormonas, porque el valor adaptativo del
aprendizaje es muy grande. Machos y hembras de todas las especies se someten a
cambios drasticos en la disponibilidad de las hormonas a lo largo de la vida, entonces
este no puede verse masivamente influenciado por los niveles de hormonas (Hyde,
Lindberg, Linn, Ellis, & Williams, 2008).

8.-Anatomia funcional de la corteza insular

La Cl también llamada isla de Reil esta expuesta en la superficie lateral de los
hemisferios, por encima de la fisura rinal en especies lisencefalicas como en los ratones
y las ratas. Los limites anatomicos de la Cl abarcan desde la corteza frontal lateral
hasta la corteza perirrinal en direccion rostrocaudal y desde el borde ventral de la
corteza somatomotora y la corteza piriforme en direccion dorso ventral (Bermudez-
Rattoni, 2014; Gogolla, 2017).

En el modelo de rata las coordenadas son: antero-posterior +1.7 mm, +1.00 y -

0.40 mm respectivamente con respecto de Bregma (Paxinos, 2013).

La Cl a su vez ha sido dividida en tres areas principales que difieren en su

citoarquitectura y cuya terminologia alude a la pérdida progresiva de la capa granular: el
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area granular dorsal con una estructura de 6 capas, el area disgranular medial
constituida por 4 capas y el area agranular ventral de estructura trilaminar (Figura 4 Ay
B). Las tres subdivisiones estan interconectadas a lo largo de los ejes dorsoventral y
rostrocaudal (Bermudez-Rattoni, 2014; Gogolla, 2017).

El area granular esta relacionada con las areas corticales que procesan los
estimulos viscerales, el area disgranular corresponde a la integracion de las
modalidades gustativas y finalmente se ha relacionado al area agranular con la
integracion multimodal autondmica y limbica; en ratas la corteza principal de percepcidn

gustativa se encuentra en el area disgranular (Bermudez-Rattoni, 2014).

B
i e N S ~ 2
‘ i N B \\\ // \\ q - \\‘ = | o=
e ,0 ) T‘J / h;q el 4 A= \ =
b = /\ 9 Y 2 ~ Nt N . Y/ s
i / \_/ \\¥_:/ - /// dS L A 1/ )
Mouse Rat Mouse Rat Mouse Rat Mouse Rat
+1.4 +22 +1.1 +1.7 +0.0 +0.2 -1.1 -2.8

Figura 4. A Representacién esquematica de la corteza insular de ratones y ratas a lo largo del
surco rinal mostrando la Cl granular, la disgranular y la agranular. B Representacion de
secciones coronales de ratén (izquierda) y rata (derecha) en diferentes cortes anteroposterior
desde Bregma tomada como cero. En color rojo area granular; amarillo, area disgranular y
verde area agranular (modificado de Bermudez-Rattoni, 2014).

La conectividad de la Cl involucra varios sistemas de neurotransmision, neuronas

o terminales neuronales que son capaces de liberar GABA, ACh y glutamato, entre
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otros; tiene conexiones en ambos sentidos con la amigdala, aferencias desde el NBM y
el talamo, conexiones con el NPB y eferencias hacia el NTS (Nufez-Jaramillo et al.,
2010).

Las multiples conexiones anatomicas de la Cl hacen que tenga un papel
importante en la mediacién de reacciones viscerales debido a las distintas modalidades

de informacién que recibe (Bermudez-Rattoni, 2014).

9. Histamina

La histamina es un mediador de diversos procesos fisioldgicos y patoldgicos
dentro y fuera del sistema nervioso y cuya existencia se conoce desde hace
aproximadamente 50 afos. Tiene un papel como estimulante enddégeno de la secrecidn
gastrica, asimismo la liberacion de histamina esta involucrada en la patogénesis de
varias reacciones inflamatorias y en la regulacion de la respuesta inmune al ser liberada
por los mastocitos y basofilos, los cuales son las principales reservas celulares de
histamina en los tejidos periféricos. El estudio de la participacion de la histamina en las
funciones cerebrales tiene relativamente poco tiempo, ahora esta claro que se produce
y se libera dentro del sistema nervioso central y que tiene varias funciones reguladoras
(Siegel, 2006).

9.1 Metabolismo y distribucién

Las neuronas histaminérgicas en el cerebro de mamiferos estan localizadas
exclusivamente en el TMN en el hipotalamo posterior y proyecta sus axones por todo el
sistema nervioso central (Haas et al., 2008). La biosintesis de histamina en el cerebro
(Figura 5) comprende dos pasos basicos: el transporte dentro de las células del
precursor L-histidina y su procesamiento por la enzima histidina descarboxilasa;

posteriormente la histamina que es sintetizada en el interior de las neuronas es
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transportada a vesiculas por el transportador vesicular de monoaminas y liberada en las

terminaciones sinapticas de las neuronas histaminérgicas (Arrang, 2007).

L-amino-acid
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Histidine
NHz  decarboxylase NH
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\=N \=N
0 OH
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monoamine
transporter |

> H3C-N/§/\/NH2

Histamine \=N
methyltransferase Tele-methylhistamine

Figura 5. Sintesis y metabolismo de la histamina. La histamina es capturada en una terminal
nerviosa y es descarboxilada; posteriormente es transportada en una vesicula para su
liberacion y metilacion (modificado de Haas et al., 2008).

La inactivacion de la histamina en el espacio extracelular en el sistema nervioso central
es llevada a cabo a través de una metilacion por la enzima Histamina N-
metiltransferasa (HNMT), bloqueadores de esta enzima reducen el nivel de tele-
metilhistamina e incrementan los niveles de histamina en el cerebro. La histamina muy
dificilmente pasa la barrera hematoencefalica, pero HNMT también se encuentra en las
paredes de los vasos sanguineos donde la histamina contenida en la sangre y la
histamina liberada por los mastocitos es metilada e inactivada. Ademas, un transporte
en ambas direcciones desde el cerebro hacia los vasos sanguineos puede ayudar a
drenar la histamina neuronal después de una concentracion excesiva. La Tele-
metilhistamina en el cerebro pasa a una desaminacion oxidativa a través de la

monoaminooxidasa B, convirtiéndola en acido t-metil-imidazoleacético.
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9.2 Receptores histaminérgicos

Se han encontrado cuatro subtipos de receptores a histamina: H4, Hz, H3 y Hg; sin
embargo, solo los 3 primeros se consideran participes en la actividad cerebral (Figura
6), ya que el cuarto receptor tiende a mostrar niveles muy bajos o nulos en el cerebro
de mamiferos (Arrang, 2007; Beghdadi et al., 2009). Todos pertenecen a la superfamilia
de receptores tipo rodopsina acoplados a proteina G (Figura 7 ), cada receptor consiste
en 7 dominios transmembranales con dominios prototipicos que determinan: la union y
activaciéon especifica con agonistas, el acoplamiento a las proteinas G, las
modificaciones covalentes (Ej. fosforilacion por proteincinasas) la homodimerizacion y
heterodimerizacion, el anclaje a la membrana asi como la sensibilizacion vy

desensibilizacién de receptores (Haas et al., 2008).

e Receptor H;. Media respuestas excitatorias en el cerebro como despolarizacion
de la membrana y/o un incremento en la frecuencia de disparo de muchas
neuronas. También actua como mediador en la mayoria de los efectos
proinflamatorios de histamina (Arrang, 2007). La transduccién de sefiales es
tipica de los receptores acoplados a la proteina Gag/11, esto incluye la
activacion de la fosfolipasa C (PLC) que promueve la liberacion de Ca*? de fosas
intracelulares dependiente de inositol trifostafo (IP3); también a través del
diacilglicerol (DAG) induce la activacion de la proteina cinasa C (PKC), la cual
facilita la entrada capacitiva de Ca'® a través de canales de calcio voltaje
dependientes, y de la familia de los receptores canal de potencial transitorio
(TRPC) ( Haas et al., 2008).

e Receptor H, Esta presente en la activacion de la adenilatociclasa y por ende el
subsecuente incremento en el AMPc y la activacién de la proteina cinasa A,
similar al receptor H{ usualmente media la respuesta excitatoria en las neuronas.
De igual forma el receptor H; interviene en procesos como la inhibicién de

quimiotaxis en neutréfilos polimorfonucleares, la secrecion de IL-12 por
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monocitos y la induccion de produccion de IL-10 (Arrang, 2007; Beghdadi et al.,
2009).

Receptor Hs. Se encuentra expresado principalmente en neuronas del sistema
nervioso central y periférico. Estudios en cerebros de ratas y humanos han
demostrado que los receptores Hj; presinapticos localizados en terminaciones
nerviosas histaminérgicas actuan como un autorreceptor para controlar la
sintesis, la liberacion de histamina y a su vez, actuan como heterorreceptor que
influencia la liberacion de otros neurotransmisores como dopamina, GABA,
noradrenalina, ACh, y serotonina (Arrang, 2007). Acoplado a proteinas Gi/o
sensibles a la toxina pertusis regula negativamente a los canales de Ca*? tipo N y
P y a la adenilatociclasa. A través de comunicacion cruzada con otros
receptores acoplados a proteinas G pueden activar la sefalizacion Gq/11 vy
activar las vias PLA2, Akt/GSK3 y de las MAP cinasas, las cuales tienen un
papel importante en la plasticidad sinaptica axonal y en una variedad de

desdérdenes cerebrales (Haas et al., 2008).

Receptor H4. Es expresado predominantemente en células hematopoyéticas, y
los agonistas a éste receptor han mostrado inducir quimiotaxis de mastocitos y
eosindfilos, al igual que la produccién de IL-16 por las células T (Beghdadi et al.,
2009). Recientemente se encontré6 que exhibe una homologia molecular y

farmacoldgica similar a los receptores H; (Haas et al., 2008).
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Figura 6. Principales proyecciones histaminérgicas y distribucion de los receptores a histamina
en el cerebro de rata. Las figuras marcadas muestran los principales sitios donde se localiza
cada subtipo de receptor. En areas que tienen mas de un subtipo la figura con mayor tamafio

indica cual subtipo predomina. Acc, nucleo accumbens; Amy, amigdala; Hipot, hipotalamo; Str,
cuerpoestriado; SN, sustancia nigra (modificado de Kohler et al., 2011).
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Figura 7. Principales vias de sefializacién de los receptores de histamina. Se observa la unién
de la histamina a los cuatro receptores acoplados a proteina G y la variedad de vias
senalizacién intracelular. El receptor H; activa el metabolismo del fosfatidilinositol mientras que
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los otros receptores ya sea positiva (receptor H,) o negativamente (receptores H; y H,) regulan
la actividad de la adenilato ciclasa. Cabe mencionar que existen vias de senalizacion
adicionales que se han descrito pero que no se muestran en la figura. PIP2, fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato; PLC, fosfolipasa C; AC, adenilato ciclasa; ATP, adenosin trifosfato; AMPc, AMP
ciclico; PKC, proteina cinasa C; PKA, proteina cinasa A (modificado de Siegel, 2006).

9.3 Sistema histaminérgico: corteza insular y la memoria del sabor

El sistema histaminérgico desempefa un papel critico en las funciones
fisiolégicas del cerebro, como la regulaciéon del suefio y vigilia, la termogénesis, el
aprendizaje y la memoria (Haas & Panula, 2003). Se ha demostrado que la histamina
actua en diferentes sitios del cerebro como importante regulador de la consolidacion y
recuperacion de la memoria en varios paradigmas de aprendizaje (Almeida & lzquierdo,
1986; Flood et al., 1998; Fox et al., 2002; Komater et al., 2003). En cuanto a la memoria
de reconocimiento, la participacién del sistema histaminérgico en la formacion de la
memoria para eventos emocionalmente salientes se ha estudiado utilizando ligandos
especificos de los receptores para histamina H4, H, y H3, ademas de utilizar animales
genética y farmacolégicamente manipulados en el contenido de histamina (Provensi et
al., 2018).

Los receptores de histamina Hjs regulan la liberacion de histamina de las
terminales neuronales histaminérgicas. La corteza cerebral, incluida la CI, expresa
abundantes receptores Hs; Sin embargo, las funciones y mecanismos de los receptores

Hs siguen siendo poco conocidos (Takei et al., 2017).

La Cl desempefia un papel muy importante en el procesamiento de informacién
gustativa y visceral durante la formacion de la memoria del sabor (Yamamoto, 1984).
Particularmente se ha demostrado que la inyeccion intracerebral del agonista del
receptor Hz, RAMH, interrumpe la formacién de la memoria aversiva al sabor (Purdn-
Sierra et al., 2010). Este resultado corrobora los hallazgos anatémicos de que la ClI
recibe proyecciones histaminérgicas del TMN (Haas et al., 2008) y expresa abundantes

31



receptores Hjs en todas las capas (Cumming et al., 1994; Pillot et al., 2002; Pollard, et
al., 1993).

La evidencia indica que inyecciones en el septum con antagonistas de Hj; o
dimaprita incrementa la liberacién de ACh del hipocampo en ratas, mientras que RAMH,
un agonista de Hs, produce el efecto opuesto (Bacciottini et al., 2002), sugiriendo la
hipbtesis acerca del papel que pudiera tener la histamina en ejercer un efecto a través
de la regulacion de la liberacion de ACh en el hipocampo. En este sentido, se ha
propuesto que la histamina participa en diferentes tareas de aprendizaje asociativo,
principalmente mediante la regulacion de la liberacién de neurotransmisores como ACh,
dopamina y GABA (Passani et al., 2017).

Especificamente, la disminucién de la liberacion cortical de ACh provocada por la
histamina también tiene un impacto significativo en la formacion de memoria aversiva
del sabor, ya que una inyeccion de RAMH en la Cl deterior6 el CAS y disminuy6
simultaneamente la liberacion de ACh en la Cl. Este dafio puede ser explicado por la
presencia de receptores histaminérgicos Hs en células gabaérgicas de la Cl, sugiriendo
una posible interaccion GABA/ACh durante la formacién de la memoria del sabor que

es regulada por la actividad histaminérgica (Purén-Sierra & Miranda, 2014).

Por otro lado, la actividad histaminérgica muestra un ritmo circadiano claro con
niveles altos durante el periodo activo en varias especies, incluidos peces, roedores (de
noche), monos y humanos (durante el dia) y niveles bajos durante el periodo de suefo
(Haas et al., 2008). Esta actividad también esta involucrada en comportamientos
emocionalmente "apetitivos". El sistema histaminérgico es importante para el
comportamiento apetitivo relacionado con la alimentacién (Valdés et al., 2010) y otros
comportamientos dirigidos a los objetivos, como se observa en ratas motivadas para

obtener sexo, anfetamina o agua (Contreras et al., 2016).

El esquema de consumo de liquidos utilizado durante los experimentos que
brindan evidencias de la participacién de la histamina, podria sugerir que también la
histamina tiene una funcién durante la ingesta motivada por sed o hambre, ya que la
administracién de histamina en el hipotalamo lateral aumenta la ingesta de agua en

ratas saciadas con agua (Fryer Leibowitz, 1973). Asi mismo, antagonistas de los
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receptores Hy o H, de la histamina microinyectados en el nucleo hipotalamico
ventromedial reducen la ingesta de agua (Magrani et al., 2004), mientras que su
administracién en los ventriculos no tiene efecto (Magrani et al., 2005). Sin embargo,
las lesiones restringidas a cualquiera de las subdivisiones de TMN E1-E4 inducen una

polidipsia persistente (Mahia & Puerto, 2006).

Con los antecedentes ya expuestos se ha demostrado que la histamina tiene
influencia en el proceso de memoria del CAS. En esta investigacion se tiene el interés
de encontrar la funcién de la histamina durante el consumo libre o bajo la privacion de
liquidos en la formacién de la memoria aversiva del sabor; asimismo investigar la
relacion entre la motivaciéon y la sed durante la formacién del CAS, asi como su
dependencia con la actividad de los receptores histaminérgicos Hjz en la Cl. Esta idea
se sustenta con evidencia previa obtenida en un modelo de condicionamiento aversivo
al olor (CAQO) donde se encontré que la liberacion de orexina A, inducida por el ayuno,
influye en el aprendizaje del CAO al aumentar no solo la sensibilidad olfativa, sino
también los procesos de memoria que subyacen a la asociacion olor-malestar,
introduciendo asi un nuevo mecanismo por el cual el sistema hipotalamo lateral-orexina
puede influir en los procesos que permiten a los animales aprender a seleccionar
alimentos disponibles en el medio ambiente y adaptar su comportamiento a la

experiencia previa (Ferry & Duchamp-Viret, 2014) .

El papel de la histamina en la atencion inducida por la novedad de los estimulos
es de gran importancia para la adaptacion a los entornos cambiantes al comparar las
noticias con el recuerdo de cosas pasadas. Esto es decisivo para el reconocimiento de

peligros y la supervivencia (Haas et al., 2008).
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JUSTIFICACION

Los modelos experimentales implementados en el estudio de la formacién de la
memoria del sabor tienen en su protocolo un horario de privacidon de consumo de
liquidos que puede ser hasta de 24 horas, en particular este procedimiento es aplicado
durante todas las fases del CAS (Purdn-Sierra & Miranda, 2014; Purdn-Sierra et al.,
2010).

La privacion induce un estado de sed en el que las ratas reciben exposicion a
estimulos con valor motivacional. Por lo tanto, es importante conocer si la exposicion a
estimulos asociados durante el CAS depende del estado motivado por sed, ya que es
posible que el estado de privaciéon de agua modifique el estado interno del animal, y a
su vez propiciar un estado diferente para procesar los estimulos durante el CAS
(Angulo, 2018).

De tal forma que la fuerza del CAS podria estar relacionada con el estado de
saciedad, la homeostasis, la motivaciéon y los cambios circadianos que son a su vez
regulados por la actividad histaminérgica (Haas et al., 2008). De manera que resulta
relevante el estudio de la formacion de la memoria aversiva al sabor en un esquema
donde los sujetos no estén privados de liquidos (ad libitum) y con ello comparar los
efectos de la privacién o de la saciedad sobre el aprendizaje y la memoria. Asimismo,
debido a que el sistema histaminérgico juega un papel clave en la regulacién de la
ingesta mediada por el hipotalamo (Haas et al., 2008), y que esta involucrado en varios
tipos de aprendizaje (Provensi et al., 2018) es importante conocer de qué manera la
histamina en la Cl participa particularmente en conductas motivadas como lo es el

aprendizaje del sabor.

Una mejor comprension del papel del sistema histaminérgico en el aprendizaje
y la memoria no solo tiene un significado tedrico sino también un valor de traslacion.
Los ligandos de los receptores de histamina se encuentran presentes en la mayoria de
los trastornos y en el trastorno de estrés postraumatico (Provensi et al., 2018), por lo

tanto, comprender el impacto de estos compuestos en el aprendizaje y la memoria
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puede ayudar a mejorar su perfil farmacoldégico y desentrafar las aplicaciones

terapéuticas no exploradas.

HIPOTESIS

La magnitud de la memoria aversiva del sabor (del CAS) sera mayor bajo un

esquema ad libitum que en un esquema de privacion.

Cuando la adquisicion del CAS es bajo un esquema ad libitum, la aversion en la
evocacion bajo privacidon sera mayor que cuando se adquiere y se evoca en un

esquema de privacioén constante.

Cuando la adquisicion del CAS es bajo un esquema de privacion, la aversion en
la evocacién ad libitum sera menor que cuando se adquiere y se evoca en un esquema

ad libitum constante.

El agonismo de los receptores para histamina tipo Hs, en la Cl durante la
adquisicion del CAS, disminuira en mayor medida la formacién de la memoria bajo un

esquema de privacién de liquidos que en un esquema ad libitum.

OBJETIVOS

e Caracterizar un modelo de CAS en grupos de rata macho y hembra bajo un
esquema de liquidos ad libitum o de privacién de liquidos.

e Caracterizar un modelo de CAS en grupos de rata macho y hembra bajo
esquemas cruzados de liquido ad libitum o de privaciéon durante la adquisicion o
la evocacion.

e Evaluar los efectos del agonista de los receptores para histamina H3, RAMH, en
la Cl durante la adquisicion del CAS bajo un esquema de liquidos ad libitum o de

privacion.
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SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

Sujetos experimentales

Se emplearon grupos de ratas hembra y macho cepa Wistar de 9 semanas de
edad, los cuales fueron obtenidos del bioterio del Instituto de Neurobiologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) campus Juriquilla, Querétaro.

El numero total de sujetos experimentales fue de 150, los cuales fueron
distribuidos de la siguiente manera: para la caracterizacion del CAS se emplearon 20
ratas macho y 20 ratas hembra, en la caracterizacion bajo esquemas cruzados, 20
ratas macho y 20 hembras; por ultimo en el agonismo de los receptores Hj se trabajo
con 70 ratas macho.

En el laboratorio las ratas se mantuvieron en aclimatacion durante 7 dias en
cajas individuales (45 x 25 x 20 cm) con agua y alimento ad libitum bajo un ciclo
invertido de luz-oscuridad de 12 horas (8:00 am— 8:00 pm oscuridad, 8:00 pm — 8:00 am
luz) y una temperatura de 23 + 2 °C. Todos los experimentos se realizaron durante la
fase de actividad de los roedores (oscura 8:00 am - 8:00 pm). Los procedimientos
realizados siguen las normas establecidas por el Comité de Etica y Cuidado Animal del
Instituto de Neurobiologia de la UNAM y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-
1999: Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio. Asi también, fueron acordes con la normatividad internacional para el

manejo y uso de animales de experimentacion (National Institutes of Health,

www.nih.gov).
e Caracterizacion de modelos: CAS esquema ad libitum y esquema privacion

El primer objetivo fue la caracterizacion de un protocolo experimental del CAS
bajo dos esquemas, conservando las mismas variables excepto la disponibilidad de
liquido.

El primer esquema, “ad libitum” de no privacion de liquido (agua), mantuvo el

acceso permanente al agua; durante todo el protocolo del CAS. Durante la adquisicién,
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la presentacion del “sabor novedoso” (sacarina 0.1%) fue durante una hora (1-2 pm)
intercambiando la probeta de agua por la de sacarina. Por otra parte, en el segundo
esquema, “privado”, solo se dio acceso diario a agua por una hora/dia (1-2 pm) durante
el consumo basal. En la adquisicion, la presentacion del “sabor novedoso” sacarina fue
s6lo durante esa misma hora (1-2 pm) (Figura 8). En este esquema privado en todo el

protocolo del CAS se dieron 20 minutos de rehidratacion diaria (3:40-4 pm).

I,
I R

-7 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ADQ Egvo EXT1 EXT2 EXT3

LINEA BASE

Figura 8. Protocolo del CAS. Durante los 5 primeros dias se cuantificé el consumo basal (agua)
cada hora de 11 am-4 pm para el esquema ad libitum. A lo largo del CAS se mantuvo la
cuantificacion de consumo de agua dos horas antes y dos horas después del consumo de
sacarina. En el esquema de privacion, las ratas se privaron de agua 18 horas antes del dia 1,
posteriormente se dio acceso a agua solo durante una hora al dia (1-2 pm). El simbolo X indica
el dia en el que se realizé el intercambio de esquemas para la caracterizacion con esquemas
cruzados. * Indica el dia de la cirugia estereotaxica para los grupos farmacolégicos. La flecha
blanca indica el dia que se hicieron las inyecciones farmacolégicas. ADQ = adquisicion del CAS
sabor novedoso, sacarina al 0.1% en todos los grupos y esquemas durante una hora (1-2 pm),
30 minutos después se inyectd LiCl 0.3 M (10 mL/Kg) intraperitoneal. EVO= Evocacion de la
memoria aversiva igual que durante la ADQ, pero sin inyeccion de LiCl. EXT= Tres sesiones de
extincion de la memoria aversiva, presentacion de sacarina igual que en EVO.

Registro de consumos basales

Se cuantificé durante 5 dias el consumo basal de agua, presentando una probeta
con 40 mL de agua, en un horario de 11:00 am-4:00 pm se registré el consumo de agua
cada hora (12:00 pm, 1:00 pm, 2:00 pm, 3:00 pm y 4:00 pm) para el esquema ad
libitum. La linea basal en el esquema “privado” se hizo presentando también una
probeta con 40 mL de agua, pero solo durante una hora (1:00-2:00 pm). Para ambos
esquemas en el horario de 1:00-2:00 pm se registré el consumo de los primeros 20
minutos y de la hora total.
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Condicionamiento aversivo al sabor
Adquisicién

Se presentd, en ambos esquemas, una probeta con 40 mL de una solucion de
sacarina al 0.1% durante 1 hora (1:00-2:00 pm); se registré el consumo a los primeros
20 minutos y a la hora, se retird la probeta y 30 minutos después se inyectod LiCl 0.3 M
(10mL/Kg) por via intraperitoneal, substancia que provoca irritacion gastrica. En el caso
del esquema ad libitum se tomaron 2 registros de consumo de agua antes de la hora de
adquisicion (11:00 am-12:00 pm, y 12:00 pm-1:00 pm) y 2 registros después de la
adquisicion (2:00-3:00 pm y de 3:00-4:00 pm).

Evocacion de la memoria aversiva (EVO)

Este dia se comprob6 la formacion de la memoria aversiva presentando
nuevamente una probeta con 40 mL de sacarina al 0.1% durante el mismo horario en el
que fue presentada el dia de la adquisicién (1:00 pm-2:00 pm), se registré el consumo
en los primeros 20 minutos y en la hora total. En el caso del grupo ad libitum se
realizaron dos mediciones de consumo de agua antes y dos después de la hora de

evocacion.
Extinciéon de la aversion (EXT)

Para la evaluacién de la extincidn de la memoria aversiva se presentaron durante
3 dias consecutivos 40 mL de sacarina al 0.1% en el mismo horario que la adquisicion y
la evocacioén (1:00-2:00 pm) y se registra el consumo en los primeros 20 minutos y en la
hora total. Para el grupo ad libitum nuevamente se registraron los dos consumos de

agua anteriores a la hora de extincidén y los dos consumos posteriores.

e Caracterizacion de modelos cruzados: CAS ad libitum o privacién durante

la adquisicion y evocacion

Con el objetivo de evaluar si el grado de saciedad de liquidos afecta la

adquisicion o la evocacion de la memoria aversiva se realizd otro experimento con
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grupos independientes de ratas, donde se intercambiaron los esquemas después de la
adquisicion, es decir, si la adquisicion fue bajo un esquema ad libitum la evocacion se
realizé bajo privacion y viceversa. Para lograrlo, se aplico el mismo procedimiento con
la unica diferencia de que 4 horas después de la presentacion de sacarina, se
entrecruzan esquemas (Figura 8 simbolo X). Las ratas que adquirieron bajo el esquema
ad libitum se privaron de agua retirandoles los bebederos por 19 horas y a las ratas que
adquirieron bajo el esquema privado se les dio acceso de agua ad libitum 4 horas

después de la adquisicion.

e Grupos farmacolégicos

Una vez establecido el protocolo para el CAS en ambos esquemas, en grupos
independientes de ratas se abordé el tercer objetivo, el cual consistid en evaluar los
efectos del agonista para los receptores Hjs de histamina, RAMH en la Cl. Para cada
esquema, se tuvieron dos grupos: el grupo SALINA y el grupo RAMH (Figura 8, flecha

blanca).

Cirugia

Después de la aclimatacién al vivario (7 dias), en grupos independientes se realizo
cirugia estereotaxica, para ello se administrd6 como anestésico una combinacion de
ketamina (70mg/Kg) y xilacina (6 mg/Kg) via intraperitoneal, posteriormente se
colocaron bilateralmente canulas de acero inoxidable de 12mm 0.5 mm de longitud,
dirigidas a la Cl teniendo como referencia las siguientes coordenadas a partir de
Bregma: Anteroposterior: +1.2mm, Lateral £ 5.5 mm y Dorsoventral -4 mm de acuerdo
con el atlas de Paxinos Watson (1998). Las canulas colocadas funcionaron como guia
para los inyectores durante las inyecciones. Después de la cirugia los animales
recibieron como tratamiento postoperatorio una sola dosis del analgésico tramadol
(5mg/Kg) via sublingual, por ultimo se destinaron 7 dias de recuperacién, pasado este
periodo se inicid el registro de consumos basales.
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Inyecciones intracerebrales

El dia de la adquisicion del CAS, 20 minutos antes (12:40 pm) de la exposicion a
la sacarina al 0.1% se realizaron inyecciones bilaterales de 0.5 yL de RAMH 10uM (626
pg por lado) en la CI con inyectores (agujas dentales) de numero 30 conectandose por
uno de sus lados con una jeringa Hamilton de 10 yL por medio de un tubo delgado de
polietileno, las jeringas a su vez se cargaron con el volumen del farmaco a inyectar. Las
jeringas de ambos inyectores se colocaron en una bomba de inyeccion automatica, la
cual fue programada para expeler 0.5 yL en cada lado a una razén de 0.5 yL/min. Los
inyectores sobresalieron 2 mm mas alla de la punta de la canula para alcanzar la
profundidad de la CI. El tiempo de inyeccion fue de 1 minuto por sujeto, al término de la
inyeccion los inyectores permanecieron en el sitio durante 1 min mas con el fin de no
provocar reflujo del liquido inyectado al retirarlos. Todos los animales fueron
manipulados por aproximadamente 3 minutos cada dia durante tres dias previos a la

inyeccion bajo las mismas condiciones.

Histologia

Al término de los experimentos de farmacologia, las ratas fueron sacrificadas con una
sobredosis de pentobarbital intraperitoneal (1mL/0.5 Kg), posteriormente se
perfundieron intracardialmente con solucion salina al 0.9%, y se extrajeron los cerebros,
para posteriormente conservarse en solucion de formaldehido al 10% durante 4 dias.
Paso siguiente, los cerebros se cambiaron a una solucién de sacarosa al 30% y se
mantuvieron por un minimo de 4 dias hasta el momento del corte. Se realizaron cortes
coronales de 50 um de espesor entre las coordenadas a partir de Bregma +3.7mm

hasta -0.8mm abarcando gran parte de la longitud de la corteza insular.

Los cortes se hicieron en micrétomo, a una temperatura de -27+ 2 °C y fueron
montados en un portaobjetos gelatinizados con previa identificacidon, se dejaron secar
de 3 a 5 dias para su correcta adhesion y posteriormente se aplico la tincion de Violeta
de Cresilo (Nissl), util para la comprension de la citoarquitectura de diferentes areas

cerebrales y cuyo método se basa en la interaccidn del colorante basico violeta de
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cresilo con el contenido de acido nucleico de las células. Como procedimiento se
incubaron los cortes durante 25 min en cloroformo absoluto bajo la campana de
extraccion, posteriormente los cortes pasaron al tren de tincion en el siguiente orden:
solucion de alcohol al 25% por 2 minutos, violeta de cresilo al 1% por 27 min, alcohol al
50% durante 30 segundos, alcohol al 70% por 1 minuto, solucion diferenciadora (500
mL de alcohol al 70% con 10 gotas de acido acético glacial) durante 30 segundos
aproximadamente, alcohol 95% de 10 a 20 segundos, alcohol absoluto por 1 minuto,
mezcla xilol-alcohol 1:1 durante 1 minuto, Xilol por 2 minutos y al final se cubrieron los
cortes con resina sintética y cubreobjetos. Una vez secos se analizaron los cortes en el
estereoscopio para determinar si las inyecciones fueron realizadas en la corteza

insular.

Se busco en cada cerebro evidencias de la trayectoria de las canulas y de los
inyectores (Figura 9), asi como de los sitios de difusion (RAMH o solucién salina),

teniendo previamente identificados lado izquierdo y derecho en todos los cortes.

Se excluyeron aquellos sujetos con evidencias de lesidén en el sitio de interés o
con inyecciones fuera de lugar, ademas algunas ratas del grupo RAMH esquema ad
libitum no consumieron sacarina durante los primeros 20 minutos de presentacién por lo
que no fue posible establecer si tuvieron un CAS, razén que permitié excluirlas pese a

tener resultados positivos en histologia.
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Andlisis histologico

Figura 9. Foto representativa de la localizacién de las guias canulas y del trayecto de los
inyectores para llegar a la Cl. Corte coronal de 50um de cerebro de rata, del lado izquierdo se
muestra el lugar donde estuvo la guia canula, debajo de este sitio y encerrado en un ovalo
amarillo se indica el area de difusion del farmaco. Del lado derecho se puede observar un
esquema del atlas Paxinos con la localizacién de la Cl a un nivel AP de 0.7 mm con respecto a
Bregma, Modificado de Paxinos et al., 2013.

Estadistica

Después de realizar pruebas de normalidad D’Agostino-Pearson para valorar la
distribucion de los datos, se obtuvo para el esquema ad libitum un valor de p=0.387 y
para el esquema privado p=0.746 indicando la existencia de una distribucién de
probabilidad normal, y por lo tanto la prueba estadistica elegida fue del tipo
parametrico.

Para cada horario (11:00-12:00 pm, 12:00 pm — 1:00 pm, 1:00pm — 2:00 pm, 2:00
pm — 3:00 pm y 3:00 pm — 4:00 pm) se promedié en consumo de agua cuantificado
durante las 5 lineas base, se corrigié el consumo del horario de 1-2 pm por el efecto de
chorreo y se aplicd una prueba estadistica de Anadlisis de Varianza (ANDEVA) de

medidas repetidas para cada sexo.
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Los consumos basales fueron indexados con respecto al peso de los sujetos,

posteriormente se analizaron con una ANDEVA de medidas repetidas para cada sexo.

Los resultados de la caracterizacion del CAS también fueron indexados con
respecto al peso en mL/Kg, para estos analisis se aplicé la prueba estadistica ANDEVA

de medidas repetidas para cada esquema y separado por sexo.

Se normalizaron los consumos del CAS con respecto a la adquisicion y
nuevamente fueron analizados con una ANDEVA de medidas repetidas para cada
esquema y separado por sexo. La comparaciéon del CAS ad libitum vs privado fue
posible al normalizar los consumos, resultados que fueron analizados estadisticamente
con una ANDEVA de medidas repetidas separada por sexo.

Las diferencias estadisticas entre los esquemas cruzados fueron establecidas

con una prueba ANDEVA de una via separada por sexo.

Para cada uno de los analisis mencionados p <0.05 fue consider6 significativo,
se realizé una prueba pos-hoc Fisher de ser necesario y las diferencias debidas al

factor sexo fueron determinadas con una ANDEVA de dos vias.

Los consumos durante el CAS de los grupos farmacolégicos fueron analizados
con una ANDEVA de medidas repetidas para cada grupo con una post hoc Fisher en
caso de requerirlo. Se compararon los consumos de ambos grupos (Salina y RAMH) de

cada esquema (ad libitum o privado) con una ANDEVA de dos vias.

Ademas, con el objetivo de poder comparar por esquemas, estos datos fueron
normalizados con respecto a la adquisicion y se analizaron primeramente por grupo con
una ANDEVA de medidas repetidas y posteriormente se compararon todos los grupos
(ad libitum salina, ad libitum RAMH, privado salina, privado RAMH) con una prueba
ANDEVA de una via aplicando una prueba post-hoc Fisher. El valor de p < 0.05 fue

considerado significativo.

Todos resultados fueron expresados con el valor de la media + el error estandar.
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RESULTADOS

OBJETIVO 1

e Consumo constante durante los diferentes horarios de las lineas basales

en el esquema ad libitum (ambos sexos)

Una prueba ANDEVA de medidas repetidas se utilizo para evaluar diferencias
significativas entre los consumos basales de agua registrados cada hora para cada
sexo. El primer analisis arrojé diferencias significativas entre el horario intermedio y el
resto de los horarios tanto en machos como en hembras; estas diferencias son debidas
al efecto del goteo que se tiene por manipular las probetas, en el horario intermedio de
1-2 pm se manipula la probeta dos veces; una para medir el consumo inicial (a los 20
minutos) y otra para medir el consumo final en una hora. Sin embargo, en el resto de
los horarios la medicién de consumo en las probetas solamente se realizé al finalizar la
hora. Para corregir este sesgo de medicion por manipulacion, se decidié cuantificar el
volumen de pérdida por goteo en 5 probetas colocadas en camaras individuales vacias
bajo el procedimiento exacto al realizado durante el experimento. La pérdida por goteo
promedio fue de 0.692 mL, cantidad que se restd a los consumos del horario
intermedio. Hecho este ajuste nuevamente se aplico la prueba estadistica de ANDEVA
de medidas repetidas con una post hoc Fisher para los consumos de cada sexo. Los
resultados indicaron que el consumo en hembras fue constante durante todos los
horarios (F4, ¢ = 0.722, p=0.50) (Figura 10), y en el caso de los machos solo hubo una
diferencia significativa (F4 ¢ = 2.979, p=0.042; diferencia significativa entre horario de 1-

2 pmy el horario de 2-3 pm, p<0.05), Figura 11).
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Figura 10. Las barras representan los promedios de los consumos de agua por hora +SEM en
ratas hembra del esquema ad libitum (n=10). No existen diferencias significativas entre los
horarios al normalizar restando el efecto del goteo debido a la manipulacion p>0.05.

mL de consumo

11-12 12-1 1-2 2-3 3-4
Horario

Figura 11. Las barras representan los promedios de los consumos de agua por hora +SEM en
ratas macho del esquema ad libitum (n=10). Existen diferencias significativas entre los horarios
1-2 pm y 2-3 pm al normalizar restando el efecto del goteo debido a la manipulacién *p< 0.05.
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e En el esquema ad libitum los machos registran un mayor consumo en la

mayoria de los horarios en comparacion con las hembras.

Al realizar una prueba ANDEVA de dos vias para los promedios de los consumos
de agua por hora en ratas macho vs ratas hembra del esquema ad libitum se
encontraron diferencias significativas entre sexos, (F11s = 31.429, p< 0.0001; diferencia
significativa entre machos y hembras) y con un analisis post hoc de Fisher se
encontraron diferencias en todos los horarios, excepto en el horario de 2-3. Estas
diferencias de consumo de agua pueden ser explicadas por las diferencias de peso

inherentes al sexo.

mL de consumo

B AdLH

11-12 12-1 1-2 2-3 3-4

Horario

Figura 12. Las barras representan los promedios de los consumos de agua por hora +SEM en
ratas macho n=10 y hembra n=10 del esquema ad libitum. Existen diferencias significativas
debidas al sexo en todos los horarios al normalizar restando el efecto del goteo por
manipulacion, *p< 0.05, excepto en el horario de 2-3 .En general machos y hembras bajo el
esquema ad libitum difieren en los mL de consumo basal p<0.001.
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e Machos y hembras del esquema ad libitum registran consumos basales

similares al normalizar con respecto al peso

Con el objetivo de eliminar el efecto que tiene la diferencia de peso inherente al
sexo y poder comparar los consumos basales de machos vs hembras, se indexaron los
datos al dividir los mililitros de consumo entre Kg de peso de la rata, posteriormente una
prueba ANDEVA de dos vias indico que no existen diferencias significativas en el
consumo de agua debidas al sexo (Fq 15 = 1.797, p=0.196) (Figura 13). Con estos
resultados el horario seleccionado para presentar el sabor novedoso durante el CAS

para ambos sexos fue el intermedio de 1-2 pm.
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Figura 13. Consumo Basal de agua para el esquema ad libitum en mL/Kg durante los primeros
20 minutos. Los resultados son similares al comparar machos con hembras ad libitum p>0.05.
Adl Hembras (n=10), Adl Machos (n=10) (media £ SEM).
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e EXiste una respuesta apetitiva al consumo de sacarina el dia de la

adquisicion tanto para machos como para hembras del esquema ad libitum

Después de realizar una ANDEVA de medidas repetidas de los consumos
obtenidos el dia de la adquisicidn se encontrd, con prueba post hoc Fisher, un mayor
consumo del sabor novedoso (sacarina) durante los primeros 20 minutos del horario
intermedio de 1-2 comparado con los consumos control agua del resto de los horarios
(Machos: F49 = 23.30, p< 0.0001; diferencias entre los consumos basales de los
horarios 11-12, 12-1, 2-3, 3-4 y el consumo de sacarina del horario de 1-2, p<0.05).
Este mismo resultado se obtuvo en hembras (Hembras: F4 ¢ = 96.16, p< 0.0001;
diferencias entre los consumos basales de los horarios 11-12, 12-1, 2-3, 3-4 y el
consumo de sacarina del horario de 1-2, p<0.05). Después al comparar machos vs
hembras con una ANDEVA de dos vias no se encontraron diferencias significativas
debidas al sexo, (F+, 18 = 0.233, p=0.634), pero si se observa una interaccion del sexo
con la diferencia encontrada en el consumo del horario de 1-2 pm (sabor novedoso) (F4,

72 = 3.001, p=0.023) (Figura 14).
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Figura 14. Consumos del esquema ad libitum en mL/Kg durante los diferentes horarios del dia
de adquisicién. El consumo del horario intermedio 1-2 corresponde a sacarina, y el resto de las

48



horas corresponde al consumo de agua (11-12), (12-1), (2-3), (3-4). En ambos sexos existe una
respuesta apetitiva a sacarina con respecto al resto de los consumos de agua ***p<0.0001 (1-
2) vs (11-12), (12-1), (2-3), (3-4). Los resultados son similares al comparar machos vs hembras.
Adl Hembras (n=10), Adl Machos (n=10) (media + SEM).

e En el esquema ad libitum la magnitud del CAS es fuerte y similar al

comparar machos con hembras

Una prueba ANOVA de medidas repetidas de los consumos durante el CAS en el
esquema ad libitum para cada sexo revelo un consumo significativamente mayor el dia
de la adquisicion comparado con el de la Linea Base 5 (LB5) (p<0.01). Ademas, las
diferencias de consumo entre el dia de adquisiciéon (ADQ) y el dia de evocacion (EVO)
indican un CAS amplio (p<0.0001); y las diferencias entre el consumo del dia de ADQ y
los dias de extincion (EXT) (p<0.01), indican que no hay extincion completa en ese
numero de sesiones para los machos y las hembras (Machos: Fs5 ¢ = 27.35, p< 0.0001;
diferencias significativas entre ADQ y LB5, EVO, EXT1,EXT2,EXT3, p<0.05) (Hembras:
Fs. 9 = 11.15, p< 0.001; diferencias significativas entre ADQ y LB5, EVO,
EXT1,EXT2,EXT3, p<0.05) (Figura 15).

Con la finalidad de comparar y definir si la magnitud del CAS es similar en
machos y en hembras se realiz6 una prueba ANDEVA de dos vias y no se encontraron
diferencias significativas (F1, 1 = 0.740, p=0.40) lo cual indica que tanto machos como

hembras, bajo esquema ad libitum aprenden con la misma fuerza.
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Figura 15. Consumo de sacarina en mL/Kg durante los primeros 20 minutos (1:00-1:20 pm) en
los dias del CAS para el esquema ad libitum. Existe una respuesta apetitiva a sacarina el dia de
adquisicion *p<0.01 ADQ vs LB5. La intensidad del CAS en el esquema ad libitum es fuerte
&p<0.0001 ADQ vs EVO, y el proceso de extincion es retardado (con respecto al consumo el
dia de la ADQ) para machos y hembras #p<0.01 ADQ vs EXT1-3. LB5= linea base 5,
ADQ=adquisicion, EVO= evocacién, EXT1= extincion 1, EXT2= extinciéon 2, EXT3= extincién 3
Adl Machos (n= 10), Adl Hembras (n=10) (media £ SEM).

e En el esquema privado machos y hembras tienen una magnitud similar del

CAS

Tras realizar una prueba ANDEVA de dos vias no se encontraron diferencias
significativas en los consumos mL/Kg de los dias de CAS de machos vs hembras del
esquema privado (F¢ g = 0.530, p=0.47). En cada caso no se registraron diferencias
significativas del consumo de sabor novedoso el dia de la ADQ con respecto al
consumo basal de agua (p>0.05), ademas las diferencias de consumo entre el dia de
ADQ y EVO indican un CAS robusto (p<0.0001); existe un proceso de extincion
p<0.0001 al comparar los consumos el dia de la EVO con los de las sesiones de

extincién, proceso que es sumamente rapido pues no se observaron diferencias
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Consumo mL/Kg

significativas con respecto a la ADQ (p>0.05) desde la primera sesion de extincion
(Machos: Fs5, ¢ = 24.61, p< 0.0001; diferencias significativas entre EVO y ADQ,
EXT1,EXT2,EXT3, p<0.05) (Hembras: F5 ¢ = 16.88, p< 0.0001; diferencias significativas
entre EVO y ADQ, EXT1,EXT2,EXT3, p<0.05) (Figura 16).
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Figura 16. Consumo de sacarina durante los primeros 20 minutos (1:00-1:20 pm) en los dias
del CAS para el esquema privado. El consumo de sacarina el dia de la adquisicién es similar al
consumo basal de agua. Se puede apreciar un CAS robusto al comparar el consumo del dia de
ADQ con el de EVO, *p<0.0001 ADQ vs EVO. Se puede observar el proceso de extincion
&p<0.001 EVO vs EXT 1-3 y una extincién completa desde la primera sesion de extincion al
registrarse consumos similares al dia de adquisicion p>0.05 ADQ vs EXT1-3. Los resultados
son similares al comparar machos vs hembras. LB5= linea base 5, ADQ=adquisicion, EVO=
evocacion, EXT1= extincién 1, EXT2= extincion 2, EXT3= extincién 3. Priv Machos (n=10), Priv

hembras (n=10) (media + SEM).

La magnitud del CAS es mayor en el esquema ad libitum comparado con el

esquema privado tanto para machos como para hembras.

Con el objetivo de poder comparar la magnitud del CAS del esquema ad libitum

vs el esquema privado se normalizaron los consumos de cada sesion con respecto al
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consumo que se tuvo el dia de la adquisicidn, siendo este consumo considerado como
el 100%.

Tras analizar con una ANDEVA de medidas repetidas para cada grupo se
encontré6 que machos y hembras en el esquema ad libitum llevan un proceso de
extincion retardado tal como se mostré en los consumos crudos (Figura 15) (Machos:
Fs 9 = 131, p< 0.0001; diferencias significativas entre ADQ y EVO, EXT1-3, p<0.05)
(Hembras: F4 ¢ = 28.30, p< 0.0001; diferencias significativas entre ADQ y EVO, EXT1-3,
p<0.05), mientras que en el esquema privado extinguen completamente desde la primer
sesion de extincion al no observarse diferencias significativas con respecto a la ADQ
(p>0.05) como se mostré en los consumos crudos (Figura 16) (Machos: F4 g = 28.04, p<
0.0001; diferencias significativas entre EVO y EXT1-3, p<0.05) (Hembras: F4 g = 14.76,
p< 0.0009; diferencias significativas entre EVO y EXT1-3, p<0.05), especificamente los
machos alcanzan una respuesta apetitiva en la ultima sesién de extincion al presentar
un porcentaje de consumo en la ultima sesion de extincion significativamente mayor al

tenido el del dia de adquisicion (p>0.05).

Después de realizar una ANDEVA de medidas repetidas para comparar los
resultados de los 2 esquemas para cada sexo se encontré que el CAS bajo el esquema
ad libitum es de mayor magnitud comparado con el esquema privado (p<0.001).
Ademas, en el esquema privado se registra un mayor consumo de sacarina durante las
sesiones de extincion (p<0.001), lo cual habla de un proceso de extincién acelerado
(Machos: F 1,15 = 204.339, p< 0.0001; diferencias significativas entre esquema privado y
esquema ad libitum en todas las sesiones: EVO, EXT1-3, p<0.05) (Hembras: Fq 15 =
30.243, p< 0.0001; diferencias significativas entre esquema privado y esquema ad
libitum en todas las sesiones: EVO, EXT1-3, p<0.05) (Figura 17).

Los resultados fueron similares en machos y en hembras, y se comprobd con
una ANOVA de dos vias (F 1,38 = 0.258, p=0.61).
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Figura 17. Consumos de sacarina durante el CAS (1:00-1:20 pm) expresados en % de
adquisiciéon y separados por esquema y por sexo. Machos y hembras del esquema ad libitum
registran un CAS de intensidad fuerte y siguen un proceso de extincién retardado p<0.001ADQ
vs EXT1-3. En el esquema privado ambos sexos se comportan de forma similar y extinguen por
completo desde la primera sesién de extincion p>0.05 ADQ vs EXT1-3, y especificamente los
machos alcanzan una respuesta apetitiva en la ultima sesion de extincion +p<0.05 EXT3 vs
ADQ. La magnitud del CAS en el esquema ad libitum es mayor que en el esquema privado
para ambos sexos *p<0.0001 EVO Adl vs EVO Pri; ademas difieren en el proceso de extincion
siendo  mucho mas rapido en el esquema privado y retardado para el ad libitum **p<0.001
EXT1 AdI vs Pri, &p<0.001 EXT2 AdI vs Pri, #p<0.001 EXT3 Adl vs Pri. Adl M (n=10), Priv M
(n=10), Adl H (n=10), Priv H (n=10).
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OBJETIVO 2

Con el objetivo de evaluar si el grado de saciedad de liquidos afecta la
asociacion de estimulos durante la adquisicion o la expresion de la memoria aversiva
durante la evocacion se decidio caracterizar el mismo modelo de CAS intercambiando

esquemas.

e Cuando la adquisicion del CAS es bajo un esquema de privacion y la

evocacion es ad libitum la aversion es de la misma magnitud con respecto

aun esquema ad libitum constante.

Después de realizar una ANOVA de una via para cada sexo (Figura 17 incisos a)
y b) machos; incisos c¢) y d) hembras) no se encontraron diferencias significativas en la
sesion de evocacion ni en las sesiones de extincion entre el esquema Privado-Ad
libitum y su respectivo control, el esquema Ad libitum-Ad libitum (p>0.05), lo cual indica
una memoria aversiva similar independiente del estado de saciedad con el que se

asocien los estimulos.

e Cuando la adquisicion del CAS es bajo un esquema ad libitum y la
evocacion es bajo un esquema de privacion la expresion de la memoria es

menor con respecto a un esquema de privacién constante.

En cambio el grado de aprendizaje fue menor (Machos: F 33 = 28.498, p< 0.0001;
diferencias significativas entre EVO privado-privado y ad libitum-privado, p<0.05) y con
un proceso de extincion mas rapido (Machos: F 335 = 33.175 EXT1, 27.962 EXT2,
25.511 EXT3, p< 0.0001; diferencias significativas entre EXT1-3 privado-privado y ad
libitum-privado, p<0.05) en el esquema ad libitum-privado machos (Figura 18 incisos a)
y b) comparado con su control privado-privado y, pese a que una prueba ANOVA de
dos vias confirmd que no existen diferencias debidas al sexo en estos resultados (F1, 7s
= 0.135, p=0.71), se encontré que las hembras de este esquema cruzado Figura 18
incisos c¢) y d) no presentan aversién (ADQ vs EVO p=0.10; p>0.05) y por lo tanto en las
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sesiones de extincion se habla de una memoria apetitiva mas que de un proceso de
extincion (Hembras: F 336 = 13.646 EVO, 25.743 EXT1, 31.774 EXT2, 13.519 EXT3, p<
0.0001; diferencias significativas entre EVO, EXT1-3 privado-privado y ad libitum-

privado, p<0.05).
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Figura 18. Consumos normalizados con respecto a la adquisicion para los esquemas cruzados
y los esquemas control durante el CAS. En ambos sexos a) machos y ¢) hembras, cuando la
adquisicion se realiza en condiciones privadas y la evocacién en condiciones ad libitum (Pri-Adl,
n = 10 para cada sexo), la intensidad de la CAS es similar al esquema control constante ad
libitum (AdI-Adl, n = 10 para cada sexo); no se encontraron diferencias significativas debidas al
sexo (p>0.05). Por otro lado, si la adquisicién se realiza bajo condiciones ad libitum y la
evocacion bajo privacion (AdI-Pri, n = 10 para cada sexo) la magnitud del CAS es menor que el
esquema control privacion constante (Pri-Pri, n = 10 para cada sexo) * p <0.01 EVO AdI-Pri vs
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Pri-Pri, incluso las hembras de este esquema cruzado no muestran aversion p>0.05 ADQ vs
EVO. Ademas, el proceso de extincion en machos b) del esquema Ad libitum-Privado cruzado
se acelera comparado con su control Privado-Privado **p <0.0001 EXT1-3 Pri-Adl vs Pri-Pri, en
hembras d) se puede hablar de una respuesta apetitiva ** p <0.01 EXT1-3 Pri-Adl vs Pri-Pri
(media £ SEM). No se encontraron diferencias significativas entre sexos p>0.05.

OBJETIVO 3

e En el esquema ad libitum RAMH disminuye la respuesta apetitiva a sacarina y

acelera el proceso de extincion.

Se aplicé una prueba de ANDEVA de medidas repetidas de los consumos en mL
durante el CAS para cada grupo del esquema ad libitum, los resultados obtenidos
indican que existe una respuesta apetitiva a sacarina en ambos grupos (RAMH y
SALINA) observada por el mayor consumo de sacarina el dia de la adquisicion
comparado con el consumo de agua durante la linea basal previa (p<0.0001), ademas,
la magnitud de la memoria aversiva es fuerte para ambos grupos al comparar los
consumos el dia de la adquisicion con los del dia de la evocacién (p<0.0001); pero al
contrastar los consumos en las extinciones con los del dia de la adquisicién se tiene
que RAMH acelera el proceso de extincién recuperando el nivel consumido el dia de la
adquisicién desde la segunda sesion (p>0.05), en comparacién con el grupo salina que
mantiene un proceso de extincion retardado (p<0.0001) (Salina Fs, 15 = 25.58, p<
0.0001; diferencias significativas entre ADQ y LB5,EVO,EXT1-3, p<0.05) (RAMH Fs5 15 =
8.570, p< 0.001; diferencias significativas entre ADQ y LB5, EVO, EXT1, p<0.05).

Después, se compararon los dos grupos con una prueba ANDEVA de dos vias,
la cual mostré diferencias en los dias de prueba debidas a la inyeccién, donde el grupo

RAMH registra una menor respuesta apetitiva (p<0.05) (F1 s = 4.775, p< 0.001;

diferencias significativas entre ADQ RAMH y SALINA, p<0.05) comparado con el grupo
control SALINA.
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Figura 19. Consumo de sacarina en mL durante los primeros 20 minutos (1:00-1:20 pm) en los
dias del CAS para el esquema ad libitum control y farmaco. Existe una respuesta apetitiva a
sacarina el dia de adquisicion en ambos grupos (salina y RAMH) *p<0.0001 ADQ vs LBS5,
aunque el grupo RAMH registra una menor respuesta comparado con el control salina +p<0.05
ADQ Adl S vs Adl R. La intensidad del CAS en ambos grupos es fuerte &p<0.0001 ADQ vs
EVO, y el proceso de extincion es retardado para el grupo ad libitum salina #p<0.0001 ADQ vs
EXT 1-3, en cambio, el grupo RAMH extingue por completo desde la segunda sesion de
extincion #p<0.05 ADQ vs EXT1, p>0.05 ADQ vs EXT2-3 (media + SEM) Adl S (n=16), AdI R
(n=17).

e En el esquema privado RAMH interfiere con la respuesta apetitiva a sacarina y
tiende a disminuir la memoria aversiva actualizandola rapidamente en

apetitiva.

Se analizaron por separado los consumos en mL durante el CAS de los grupos
RAMH vy salina del esquema privado, después de aplicar una ANDEVA de medidas
repetidas se encontré que el grupo SALINA presenta una respuesta apetitiva a sacarina
el dia de la adquisicion (p<0.01) mientras que RAMH no muestra esta respuesta
(p>0.05). Ademas, se observd que tanto RAMH como SALINA generan una memoria

aversiva (p<0.001), en cuanto a las extinciones ambos grupos extinguen
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completamente desde la primera sesidn de extincion (p>0.05) pero se observd el
retorno a la respuesta apetitiva, superando los consumos del dia de la adquisicion en el
grupo RAMH durante la ultima sesién de extincion (p<0.01). (Salina Fs, 17 = 24.65 p<
0.0001; diferencias significativas entre ADQ y LB5, EVO, ademas entre EVO y EXT1-3, p<0.05),
(RAMH Fs5 15 = 19.02, p< 0.0001; diferencias significativas entre ADQ y EVO, ademas entre
EVO y EXT1-3, p<0.05).

Después, al comparar los consumos durante el CAS de ambos grupos con la
prueba estadistica ANDEVA de dos vias no se mostraron diferencias significativas en
evocacion (F4 5 = 0.629, p=0.67); resultados que cambian al normalizar los consumos

como se muestra mas adelante.
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Figura 20. Consumo de sacarina durante los primeros 20 minutos (1:00-1:20 pm) en los dias
del CAS para el esquema privado control (SALINA) y farmaco (RAMH). El consumo de sacarina
el dia de la adquisicion es similar al consumo basal de agua para el grupo RAMH p>0.05, en
cambio en el grupo Salina se registra una respuesta apetitiva *p<0.01 ADQ vs LB5. En ambos
grupos se genera una memoria aversiva a sacarina al comparar el consumo del dia de ADQ con
el de EVO &p<0.001 ADQ vs EVO. El proceso de extincién es acelerado en ambos grupos
extinguiendo completamente desde la primera sesién de extincion al registrarse consumos
similares al dia de adquisicién p>0.05 ADQ vs EXT1 y diferencias significativas marcadas con
respecto a la evocacion #p<0.0001 EVO vs EXT 1-3. Ademas de la extincion, el grupo RAMH
registra una respuesta apetitiva el dia de la EXT3 +p<0.01 ADQ vs EXT3. Pri Salina (n=18), Pri
RAMH (n=19) (media + SEM).
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¢ RAMH debilita la memoria aversiva en el esquema privado mientras que en el
esquema ad libitum solo acelera el proceso de extincion simulando los

resultados en condiciones privadas

Para poder comparar ambos esquemas, ad libitum y privado, al igual que en los
resultados de caracterizacion del CAS, se normalizaron los consumos de cada sesion
con respecto al consumo que se tuvo el dia de la adquisicion, siendo este consumo
considerado como el 100%. Después se aplicé una ANOVA de medidas repetidas para
cada grupo, encontrando los mismos resultados ya presentados anteriormente en cada
esquema. Esquema Ad libitum (Salina F4, 15 = 46.40 p< 0.0001), (RAMH F4 1 = 11.43, p<
0.0001); esquema Privado (Salina F,4 47 = 29.93, p< 0.0001) (RAMH F, 45 = 19.34, p< 0.0001).

Posteriormente, se realizd6 una prueba ANOVA de una via para comparar los
diferentes grupos, y se encontré que efectivamente RAMH debilita la memoria aversiva
en el esquema privado (p<0.05) al comparar con su control salina, ademas induce una
recuperacion de la respuesta apetitiva mas rapida, desde la segunda sesion de
extincion (p<0.05), mientras que eso mismo sucede en la ultima sesion de extincion
para el grupo control. La magnitud del CAS en el esquema ad libitum no se ve afectada
por RAMH (p=0.77), teniendo mayor magnitud de la memoria aversiva al comparar con
el grupo RAMH del esquema privado (p<0.0001), en cambio al hablar de extinciones se
observo que RAMH acelera el proceso de extincion en el esquema ad libitum (p<0.01)
comparado con su control salina e induce una extincion similar al grupo control privado
desde la segunda sesién de extincion (F3 g6 = 21.127 EVO, 14.879 EXT1, 11.785 EXT2,
12.190 EXT3, p< 0.0001; diferencias significativas entre EVO privado salina y RAMH,
EXT1-3 ad libitum salina y RAMH).
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Figura 21. Consumos de sacarina durante el CAS (1:00-1:20 pm) expresados en % de
adquisicién y separados por grupos. En el esquema ad libitum ambos grupos (Salina y RAMH)
presentan el mismo alto grado de aversién p>0.05 EVO Adl S vs Adl R, pero el proceso de
extincion es mas acelerado en el grupo RAMH &p<0.01 EXT1-3 Adl S vs Adl R, extinguiendo
por completo desde la sesion de EXT2 # p>0.05 ADQ vs EXT2. En el esquema privado, RAMH
debilita la memoria aversiva comparado con el grupo control salina *p<0.05 EVO Pri S vs Pri R,
y aunque ambos grupos extinguen desde la primer sesion de extincion p>0.05 ADQ vs EXT1,
el grupo RAMH retoma la respuesta apetitiva mas rapido, desde la segunda sesién de
extincion, mientras esto mismo sucede en la sesion final para el grupo control +p<0.05 ADQ vs
EXT2-3. La magnitud del CAS en el esquema ad libitum es mayor que en el esquema privado
para ambos grupos p<0.0001 EVO Adl vs EVO Pri; ademas difieren en las sesiones de
extincion siendo mayores los porcentajes para el esquema privado p<0.01 EXT1-3 AdI S vs Pri
S y R, excepto el grupo ad libitum RAMH que extingue de forma similar al grupo control
privado salina a partir de la segunda sesion de extincién p>0.05 EXT2-3 AdIR vs Pri S. Adl S
(n=16), AdI R (n=17), Pri S (n=18), Pri R (n=19) (media + SEM).
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DISCUSION

CARACTERIZACION DEL CAS BAJO UN ESQUEMA DE SACIEDAD DE LiQUIDOS

El paradigma clasico del CAS tiene en su protocolo un horario de privacion de
consumo de liquidos que puede ser hasta de 24 horas, y que es mantenida a lo largo
de todo el procedimiento (Purén-Sierra & Miranda, 2014; Purén-Sierra et al., 2010). El
objetivo de la privacion es lograr a través de la sed, animales motivados para realizar
ciertas tareas de aprendizaje (Salary, 1994; Toth & Gardiner, 2000) como es el caso del
CAS donde se requiere obtener medidas de consumo que puedan ser leidas faciimente.
Aun con todos los afios que tiene este paradigma, los efectos de la restriccion de

liquidos en el CAS han sido poco evaluados.

Los resultados de la presente investigacion demuestran que es posible
caracterizar un CAS bajo un esquema ad libitum de liquidos obteniendo medidas
legibles de consumo. El disefio experimental establecido para caracterizar el CAS bajo
un esquema ad libitum, entre otras particularidades que surgieron en el transcurso,
hicieron posible cumplir con el objetivo; como el mantenimiento de un consumo
constante de agua en las lineas basales para ambos sexos durante los horarios
seleccionados; resultado de realizar los experimentos durante la fase oscura en la cual
se bebe el porcentaje mas alto de liquidos (Stoynev, 1981), ademas el rango de
horarios planteado permitié evitar los picos de consumo maximos que se presentan
después de apagar las luces y antes de encenderlas (Stoynev, 1981; Velasco Plaza, G-
Granda, & Cachero, 1993).

Por otra parte machos y hembras registran consumos indexados al peso corporal
similares en los horarios establecidos, dato no coincidente con una revisiéon donde las
hembras tienen indices mas elevados que los machos (McGivern, Henschel,
Hutcheson, & Pangburn, 1996), la posible explicacion de esta discrepancia es la edad,

pues trabajaron con ratas 7 semanas mayores a las nuestras.

Suponiendo que una de las causas por las que no se estudia el CAS en
condiciones ad libitum de liquidos sea la posibilidad de no obtener medidas legibles de
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consumo durante la adquisiciéon que dificulten el condicionamiento, puesto se conoce
que la cantidad consumida de sabor novedoso tiene una funcién directa con la fuerza
de aversion (Bond & Di Giusto, 1975); nosotros encontramos que existe una respuesta
apetitiva a sacarina en ambos sexos que aseguré un consumo inicial y, segun
Bermudez-Rattoni (2004 ), algunos estimulos gustativos novedosos la inducen, llevando
a una preferencia medida como un incremento en el consumo, de forma tal que no
observamos la respuesta neofdbica caracteristica, es decir, ese cierto grado de
indecision para consumir el sabor novedoso (Federico Bermudez-Rattoni, 2004),
ademas algunas cepas de ratas muestran menos neofobia que otras (Foy & Foy, 2016)
como lo demostré Mitchell (1976) siendo la rata albina menos neofdbica que la parda y
la silvestre. Ambos sexos presentaron dicha respuesta apetitiva a sacarina aunque la
literatura indica que las hembras tienen una respuesta mayor, diferencia que ya ha sido
estudiada y establecida como una preferencia por soluciones dulces que parece estar
regulada por hormonas gonadales, en particular el estradiol (Clarke & Ossenkopp,
1998).

Experimentos previos a establecer el disefio experimental definitivo del CAS
mostraron que el tiempo de exposicion al sabor novedoso durante la adquisicion y las
extinciones es importante, ya que en la caracterizacion del esquema privado, al evaluar
los consumos registrados durante una hora no fue posible observar aversién, en cambio
el consumo registrado durante los primeros 20 minutos si la reflejé6 de manera robusta;
una explicacion podria ser que durante los primeros minutos se procese la informacion
mnemonica del sabor y pasado este tiempo prevalezca la respuesta motivacional
provocada por sed, planteamiento que necesita ser comprobado. Abocandonos a los
antecedentes, varios son los parametros del paradigma del CAS que pueden ser
manipulados y que afectan la respuesta condicionada en el aprendizaje, en cuanto al
tiempo, se ha reportado que la pre exposicion al estimulo condicionado durante una
hora antes de condicionar, tipicamente reduce el aprendizaje del CAS (Foy & Foy,
2016) es decir, el tiempo de exposicién afecta la fuerza del CAS (Fouquet, Oberling, &
Sandner, 2001). Ademas otros resultados reportados indican que el acceso al estimulo
condicionado durante 2 horas no permite observar aversion en ratas macho privadas
(Chambers et al., 1981).
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MAGNITUD DE LA MEMORIA AVERSIVA EN MACHOS Y HEMBRAS DURANTE EL
CAS

Nuestros resultados mostraron que la magnitud del CAS bajo un esquema ad
libitum es fuerte y con un proceso de extincion retardado, resultados que no presentan
diferencias debidas al sexo. Hallazgos que coinciden con estudios anteriores en los que
aseveran las diferencias debidas al sexo durante la adquisicion del CAS no son
aparentes, es decir la adquisicidon es conservada y persistente (Bethus et al., 2005;
Rinker et al., 2008).

Por otro lado Chambers y colaboradores (1981) demostraron la existencia de un
dimorfismo sexual con respecto a la adquisicion de la aversion al sabor, con una
proporcion marcada de machos que adquieren la aversion comparada con hembras.
Ellos presentaron como sabor novedoso sacarosa al 10%, por un tiempo de 2 horas,
ademas de que se hicieron multiples sesiones de asociacion de los estimulos
alternados con dias de recuperacion. Este dimorfismo sexual parece ser debido a los
efectos activacionales de la testosterona (Chambers et al.,, 1976) ya que machos
gonadectomizados reducen su tendencia a adquirir la aversién, lo que puede ser

contrarrestado con inyecciones de propionato de testosterona.

Reafirmando lo anterior, en un CAS con periodo interestimulo de 4 horas y
pruebas de preferencias a sacarina con 2 botellas realizadas durante 20 dias,
encontraron una aversidon mayor y un proceso lento de extincién en ratas adultas macho
comparadas con hembras, las cuales mostraron velocidades de extincion mas rapidas y
mayor preferencia a sacarina. Diferencia sexual que se vio mas pronunciada en ratas
de 8 semanas de edad (Foy & Foy, 2016), ademas de que la castracion de machos
acelera la extincion, mientras que la ovariectomia no tiene consecuencias (Chambers &
Sengstake, 1976).

En general los resultados de investigaciones previas muestran que en
condiciones de no privacion las hembras tipicamente extinguen mas rapido que los
machos; consumen la solucion dulce en menos tiempo y lo hacen en cantidades
grandes (Chambers & Sengstake, 1976; Chambers et al., 1981; Randall-Thompson &
Riley, 2003).
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Segun Chambers & Sengstake (1976) las ratas hembra alcanzan una extincion
completa de la memoria aversiva desde la sesién numero doce, mientras o mismo
sucede con los machos en la sesidn numero cuarenta bajo la presentacion del estimulo
condicionado (sacarosa) por un periodo de dos horas. Lo mismo se encontré en ratones
silvestres parcialmente privados, pero con una extincidn mas rapida, machos tardaron
4 dias y hembras 3 dias. (Choleris et al., 2000). Tal vez para poder observar esas
diferencias en nuestros resultados harian falta mas sesiones de extincion, ademas de
tener en cuenta otros factores que pueden influir como el tiempo de presentacion del

estimulo condicionado.

Existen diferencias marcadas entre los experimentos discutidos y la
caracterizacion que hicimos, que son importantes de mencionar pues al interpretar los
resultados se deben tomar en cuenta las adaptaciones al modelo debido a que la
liberacion de neurotransmisores y la actividad celular puede cambiar significativamente

dependiendo del método usado (Miranda, 2012).

De acuerdo a los antecedentes el CAS esta influenciado por las diferencias
debidas al sexo, puesto que la reactividad al sabor, las propiedades recompensantes y
las respuestas aversivas son influenciadas por las hormonas sexuales (Clarke &
Ossenkopp, 1998) y como resultado es dificil estudiar las diferencias, aunque existan;
complicando mas la situacién se tiene que la administracién exégena de hormonas
sexuales como el estradiol también tiene propiedades inductoras de malestar (nausea,
malestar gastrico) las cuales en turno pueden influenciar el CAS (Yuan & Chambers,
1999a). Lo anterior nos lleva a la conclusiéon de cuan importante es considerar el tipo de
aprendizaje sobre el que se quiere estudiar dimorfismo sexual porque en este caso
representa una manera en que el animal aprende a seleccionar una dieta disponible y
adecuada en su ambiente (Choleris et al., 2000) lo cual tiene un valor adaptativo,

independiente del sexo.

Por otra parte, al caracterizar el esquema privado (CAS tradicional)
observamos una memoria aversiva robusta y un proceso de extincion acelerado similar
en machos y hembras. Estos datos coinciden con los obtenidos por Chambers &

Sengstake (1976; 1979), que sugieren que el dimorfismo sexual de la conducta
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observado en un CAS sin privacion de liquidos se ve obscurecido por el estado privado,

y a pesar del estado de privacion que se tenga durante la adquisicion.

La pregunta inicialmente planteada fue si el grado de saciedad de liquidos tiene
efectos en el aprendizaje y la memoria del CAS, nuestros resultados mostraron que la
magnitud del CAS es mayor en el esquema ad libitum comparado con el esquema
privado tanto para machos como para hembras, ademas de existir como ya se discutio
anteriormente, un proceso de extincion retardado bajo el esquema ad libitum vy
acelerado bajo privacion. Resultados coincidentes con los hallazgos de Grote &
Brown (1973) que, si bien no trabajaron con un esquema de acceso libre a liquidos,
compararon el CAS bajo diferentes grados de privacion, ellos encontraron que la
extincion de la memoria aversiva es mas rapida en ratas pardas bajo una alta privacion
(23 horas), en comparacion con aquellas con un nivel bajo de privacion (10 horas),
llegando a la misma conclusion: el consumo del sabor condicionado sin la presentacion
del malestar durante la extincion, podria estar dando una mayor actualizacion acerca

de las consecuencias postingestivas de la sacarina en las ratas altamente privadas.

ESQUEMAS CRUZADOS DE LIQUIDO AD LIBITUM O DE PRIVACION
DURANTE LA ADQUISICION

Después de analizar el efecto que tiene el grado de saciedad de liquidos sobre la
memoria aversiva surgio la pregunta acerca de dénde es que esta participando la sed,
¢ esta mediando propiamente la formacion de la memoria aversiva o tiene efectos en la

evocacion?.

Para dar respuesta se trabajd con esquemas cruzados, en los cuales se
adquiriere en un esquema contrario al esquema en el que se evoca. Inicialmente se
hipotetizé que si la adquisicion del CAS es bajo un esquema ad libitum la aversion en la
evocacion bajo privacion seria mayor que en un esquema de privacion constante, los
resultados encontrados demuestran lo contrario, es decir, la magnitud del CAS fue
menor, predominando durante la evocacién la necesidad de satisfacer la demanda de

liquidos sobre la aversion. Resulta importante mencionar que pese a no haber
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diferencias entre sexos, las hembras no registraron aversion lo cual nos habla de la

influencia marcada del estado motivacional en la expresion del CAS.

La sed al ser una motivacién primaria innata (Escobar & Aguilar, 2002) y como
lo menciona Hebb (1955) en su definicion de motivacion, es entonces una fuente de
fuerza que mantendra dominada temporalmente a un conjunto particular de respuestas

sobre otras y dara cuenta de la continuidad y direccion del comportamiento.

También se planted que cuando la adquisicion del CAS es bajo un esquema de
privacion, la aversion en la evocacion en condiciones ad libitum seria menor que en un
esquema ad libitum constante, inesperadamente la memoria aversiva fue de la misma
magnitud. Lo cual indica que la adquisicion/ formacion de la memoria aversiva no esta
mediada por el componente de sed; en cambio la evocacion si depende del grado de
saciedad. Es decir, el estado motivacional durante la evocacién compite con la memoria

aversiva (Bures et al., 1998).

Al parecer no importa el estado de saciedad en el que se asocien los estimulos,
la memoria del CAS es robusta e independiente de este factor, pero si el estado
motivacional provocado por sed participa durante la evocacion la magnitud del CAS

sera menor y habra una actualizacion mas rapida de la memoria apetitiva.

En ciertas tareas conductuales se ha demostrado que la sed constituye una
mejor condicién para la retencion del proceso aprendizaje-memoria (Komaki; 2004),
pero depende del tipo de aprendizaje a evaluar, la conclusion anterior se obtuvo de un
experimento de laberinto radial donde las ratas privadas de agua dominan la tarea de
aprendizaje mas rapido que las privadas de alimento, es decir el estado de sed facilita
el aprendizaje al ser un componente motivacional, en el CAS el efecto de la sed parece
estar funcionando al contrario, ya que en lugar de facilitar una mayor memoria aversiva

compite con ella disminuyendo su magnitud.

Por otro lado no se tiene certeza de que todos los sujetos privados tendran el
mismo nivel de motivacion dados los diferentes mecanismos de regulacién que se
sugiere existen (Toth & Gardiner, 2000). Es importante considerar que existen

reguladores fisiolégicos y reguladores conductuales, los primeros responden
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moderando los niveles de deshidratacion al conservar agua y excretar orina
concentrada, mientras que los segundos beberan mas agua y excretaran orina diluida.
Entonces los individuos que son reguladores fisiolégicos pueden ser sujetos
problematicos en algunos modelos de motivacién ya que no modifican su conducta
(Toth & Gardiner, 2000). Esos son los aspectos fisiologicos de la sed que pueden influir
en el CAS en condiciones privadas, lo que sucede a nivel cerebral no es aun menos

importante.

Allen y colaboradores (2019), con tecnologia de registros electrofisiologicos
extracelulares registraron la actividad de aproximadamente 24,000 neuronas a travées
de 34 regiones cerebrales durante la conducta motivada por sed, ellos encontraron que
existe una representacion global del estado motivado por sed en todo el cerebro que
parece dar puerta a la propagacion de informacién sensorial estableciendo un
escenario de condiciones iniciales distribuidas a través de muchas regiones cerebrales,
y que determina las subsecuentes dinamicas neurales evocadas por estimulos
sensoriales y la transformacion en una salida conductual. También encontraron que el
estado de saciedad modula la actividad basal espontanea de las neuronas de muchas
regiones cerebrales, cuando el animal esta saciado existe una “barrera energética” a
través del cerebro que previene las mismas dinamicas que llevan a la ejecucion de la

conducta.

Entonces wusar la privacibn como una herramienta motivacional para el
entrenamiento conductual es un reto, ya que implica la introduccion de numerosas
variables, los resultados obtenidos en este proyecto pueden contribuir a la investigacion
basica del aprendizaje y la memoria bajo un esquema de libre acceso de liquidos que

minimice el malestar provocado en los animales (Nakajima, 2018).
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EFECTOS DEL AGONISTA DE LOS RECEPTORES PARA HISTAMINA Hiz, RAMH,
EN LA CI DURANTE LA ADQUISICION DEL CAS

Dado que el sistema histaminérgico participa en la conducta motivada por sed
(Contreras et al., 2016), el siguiente propésito de esta investigacion fue conocer cual es
la funcién de la histamina, en especifico de los receptores histaminérgicos Hs presentes
en la CI, durante la formacién de la memoria aversiva al sabor bajo esquemas con
diferente grado de saciedad de liquidos, es decir en condiciones ad libitum o de

privacion que previamente caracterizamos.

El grupo del esquema ad libitum tratado con el agonista histaminérgico RAMH en
la Cl antes de la adquisicidon del CAS, mostré una disminucion de la respuesta apetitiva
a sacarina el dia de la adquisicion comparado con el grupo control que fue inyectado
con solucién salina, una situacion parecida fue observada en el esquema privado donde
al comparar el grupo inyectado con RAMH con su respectivo control salina no se

observo la respuesta apetitiva a sacarina.

Algunos estimulos gustativos novedosos inducen una respuesta apetitiva,
(Nufez-Jaramillo et al., 2010) y la activacion colinérgica en el reconocimiento de un
sabor novedoso estd muy bien documentada (Clark & Bernstein, 2009). Se ha
reportado que en la Cl existen receptores histaminérgicos H; colocalizados
postsinapticamente en células gabaérgicas y que facilitan la liberacion de GABA, la
cual parece inhibir la liberacion de ACh en la corteza (Bacciottini, Passani, Mannaioni, &
Blandina, 2001). Y como lo sugiere Purdén-Sierra & Miranda (2014), es posible que
exista una interaccion GABA/ACh durante la formacion de la memoria del sabor que es
regulada por la actividad histaminérgica. De forma tal que la disminucion o no presencia
de la respuesta apetitiva en ambos esquemas, ad libitum y privado podria ser explicada
de la siguiente manera: la inyeccion de RAMH, agonista histaminérgico Hz en la CI
provoca que el sabor de la sacarina en lugar de procesarse como novedoso se procese

como familiar, disminuyendo o eliminando asi la respuesta apetitiva.

Otra posible explicacidn es que la inyeccién del agonista histaminérgico Hj
RAMH en la Cl esté alterando la percepcion del sabor cuando se prueba sacarina por

primera vez en la adquisicién y con ello disminuya la respuesta apetitiva mediante un
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mecanismo que desconocemos. Se ha demostrado que existe una relacion entre la
liberacion de histamina y la informacion gustativa. Cuando las ratas se infunden
intraoralmente con quinina se incrementa la liberacion de histamina del hipotalamo. Por
otro lado la liberacion de histamina disminuye por la administracion de soluciones de

sacarina y sacarosa (Treesukosol et al., 2005).

Se ha descrito que los receptores para histamina tipo Hz estan implicados en
funciones cerebrales superiores, como la cognicién, el aprendizaje y la memoria, el
suefo, el apetito y el metabolismo energético (Haas et al., 2008). La implicacion de la
histamina cerebral en conductas apetitivas y aversivas favorece el estado de alerta y
una mayor preparacion para actuar y gastar energia (Akins & Bealer, 1993). La
activacion temprana del TMN esta presente en la conducta apetitiva de busqueda de
agua en ratas sedientas, sugiriendo un papel de las neuronas histaminérgicas en esta
conducta motivada (Contreras et al., 2016). Es entonces factible suponer que la
actividad histaminérgica del TMN cuyas proyecciones llegan hacia Cl (Haas et al.,

2008) es mayor en el estado de privacion que en estado de saciedad de liquidos.

Los resultados de esta investigacion mostraron que la inyeccién de RAMH en la
Cl antes de la adquisicion del CAS debilita la formacion de la memoria aversiva en el
esquema privado al comparar con su respectivo control inyectado con salina, mientras
que en el esquema ad libitum no tiene tal efecto, presentando una aversion de la misma
magnitud que su control privado salina, y solo se encontré que acelera el proceso de
extincion, simulando un proceso de extincidon semejante al grupo control salina privado.
Los resultados del esquema privado son similares a los obtenidos previamente por
Purdén-Sierra y colaboradores (2010) donde demuestran que la inyeccidén del agonista
del receptor H3, RAMH, interrumpe la formacion de la memoria aversiva al sabor en un
CAS con acceso restringido de liquidos, es decir en condiciones de privacion. Si bien
nosotros no observamos una interrupcién total de la formacion de la memoria aversiva,
si observamos que se vio debilitada por la inyeccion de RAMH, esta diferencia en los
resultados puede ser explicada por las adaptaciones a los modelos de CAS, en nuestro
caso consideramos la exposicion al estimulo condicionado durante una hora y no

durante 20 minutos.
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En este sentido, se ha propuesto que la histamina participa en diferentes tareas
de aprendizaje asociativo, principalmente mediante la regulacién de la liberacion de
neurotransmisores como ACh, dopamina y GABA (Passani et al., 2017).
Especificamente, la disminucion de la liberaciéon cortical de ACh provocada por la
histamina también tiene un impacto significativo en la formacion de memoria aversiva
del sabor, ya que una inyeccion de RAMH en la CIl deterior6 el CAS y disminuyd
simultaneamente la liberacion de ACh en la Cl. Este dafo puede ser explicado por la
presencia de receptores histaminérgicos Hs en células gabaérgicas de la Cl, sugiriendo
una posible interaccion GABA/ACh durante la formacién de la memoria del sabor que

es regulada por la actividad histaminérgica (Purén-Sierra & Miranda, 2014).

El mecanismo expuesto no explica los resultados obtenidos bajo el esquema ad
libitum de liquidos, donde la formacion de la memoria aversiva no se ve afectada, pero
si se acelera la velocidad de extincion, resultados que guardan cierta l6gica con lo que
en un inicio discutimos: tanto el estado motivado por sed como el estado de saciedad
tienen diferentes representaciones globales en todo el cerebro que determinan las
dindmicas neurales evocadas por estimulos sensoriales y su transformacién en
diferentes conductas (Allen et al., 2019). Ademas, sabemos que el estado de saciedad,
la homeostasis, la motivacion y los cambios circadianos son a su vez regulados por la

actividad histaminérgica (Haas et al., 2008).

Hallazgos recientes indican que la regulacidon supresiva de los heteroreceptores
Hs en la transmisidn sinaptica puede estar mediando la regulacion de los procesos de
informacion sensorial como la gustacion y la sensacion visceral en la Cl, se sugiere
ademas que los receptores Hj; estan ampliamente distribuidos en la Cl, mas que
expresados en un tipo especifico de neuronas, ademas demostraron que estan
presentenes no solo en terminales gabaérgicas sino también en glutamatérgicas y que
su activacién suprime la liberacion de glutamato y de GABA de las terminales

presinapticas (Takei et al., 2017).
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Se ha propuesto que la histamina tiene un efecto neuromodulatorio general por
su participacion en diferentes tareas de aprendizaje asociativo principalmente regulando
la liberacion de neurotransmisores como ACh, dopamina y GABA. (Passani et al., 2017,
Provensi et al., 2018).

Para poder tener una mayor comprension acerca de como el agonismo de los
receptores histaminérgicos en Cl estda modulando de manera diferencial la formacién de
la memoria aversiva en esquemas con diferente grado de saciedad (ad libitum o de
privacion) resulta necesario evaluar su funcidn bajo esquemas cruzados que
previamente hemos caracterizado, en los cuales se adquiere en un esquema contrario
al esquema en el que se evoca y con ello analizar la relacion que guarda el grado de
motivacion y el agonismo de los receptores H; durante la formacién de la memoria
aversiva, con la posibilidad de eliminar la competencia entre el estado de sed y la

memoria aversiva durante la evocacién (Bures et al., 1998).

Ademas de evaluar el consumo se sugiere hacer estudios que aporten mayor
informacion de la conducta ingestiva, ya que diferentes patrones en la velocidad de
lengleteo pueden generar los mismos consumos (Davis & Smith, 1988) el uso del
analisis de la microestructura de lenguieteo provee un analisis detallado de la formacion,
generalizacién y extincion del CAS cuyas medidas varian en funcion de la
retroalimentacion orosensorial y, visceral que controlan el consumo. El muestreo
continuo y la precision temporal (resolucién de milisegundos) proveen una oportunidad
ideal para evaluar la formacion del CAS (Baird, St. John, & Nguyen, 2005), ademas es
un modelo ideal que sirve para evaluar los efectos conductuales de la administracion

aguda o cronica de tratamientos farmacoldgicos (Lin, Pierce, Light, & Hayar, 2013).

Estos resultados hacen saltar a la vista la importancia de considerar el estado de
saciedad en el que estamos evaluando las diferentes tareas de aprendizaje, ya que al
menos en el CAS ello puede determinar resultados con o sin intervencion farmacoldgica

completamente diferentes.
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CONCLUSIONES

e Es posible caracterizar un CAS bajo un esquema de saciedad de liquidos
obteniendo medidas legibles de consumo. La magnitud de la memoria aversiva al
sabor (CAS) es mayor y con un proceso de extincion retardado bajo un esquema ad

libitum comparado con el esquema de privacion.

e La magnitud de la memoria aversiva y el proceso de extincion con el numero de
sesiones otorgadas es similar en machos y hembras durante el CAS bajo

condiciones ad libitum de liquidos o de privacion.

e La adquisicion/ formacién de la memoria aversiva no esta mediada por el
componente de sed; en cambio la evocacion si depende del grado de saciedad,

donde el estado motivacional compite con la expresion de la memoria aversiva.

e La administracion del agonista del receptor H; RAMH en la Cl, minutos antes de la
adquisicién del CAS, debilita la formacion de la memoria aversiva en el esquema
privado, mientras que en el esquema ad libitum no tiene tal efecto, y solo acelera el

proceso de extincion.

En conclusién, los datos obtenidos en esta tesis nos permiten demostrar que el
grado de saciedad de liquidos afecta de manera diferencial la evocacion de la memoria
aversiva al sabor. Ademas, la actividad histaminérgica en la CI| podria participar bajo
mecanismos diferentes en la formacion de la memoria aversiva en condiciones de

privacion o de saciedad de liquidos.
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