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RESUMEN

La memoria permite a los organismos interactuar con el ambiente,
adaptandose a los cambios que se le presenten mediante la eficiente adquisicion,
consolidacion y evocacion de informacion. Un modelo ampliamente utilizado para
estudiar la memoria es el condicionamiento de aversion al sabor (CAS), en el cual
un animal aprende a asociar el sabor de un alimento con consecuencias gastricas
adversas. Esta experiencia dara como resultado una memoria de aversion que
persiste por largo tiempo con el fin de salvaguardar la integridad del animal. Cada
dia se conoce mas acerca de los mecanismos celulares que subyacen la
adquisicion y el establecimiento a largo plazo de esta tarea lo cual ha permitido
comenzar a comprender los procesos que se llevan a cabo durante la formacion de
la memoria en general. En la presente tesis nos aproximamos al estudio de la
formacion de la memoria mediante el monitoreo de los cambios extracelulares de
algunos neurotransmisores (glutamato, acido y-aminobutirico (GABA), norepinefrina
(NE) y dopamina (DA)). Mostramos que el estimulo gustativo nuevo se relaciona con
un incremento en la DA extracelular en la corteza insular (Cl), esta senal
dopaminérgica actla a través de los receptores D1 como parte del proceso de
consolidacion del CAS; mientras que la senal glutamatérgica actua a través de los
receptores N-metil-D-aspartato (NMDAr), tanto en Cl como en la amigdala, para
senalizar el malestar gastrico inducido por una inyeccion i.p. de LiCl. En la amigdala
también participa la NE activando los receptores [B-adrenérgicos durante la
estimulacion visceral. Sin embargo también encontramos que existen cambios
extracelulares en estas estructuras en etapas post-adquisicion, las cuales estan
relacionadas con la consolidacion de la memoria. En la Cl existe una liberacion
concomitante de DA y glutamato, dependiente de amigdala, mientras que en esta
estructura, existe un incremento de NE y glutamato en tiempos muy similares.
Nuestros datos sugieren que dichas senales de reactivacion actlan sinérgicamente
en ambas estructuras modulando, en parte a través de PKA, la actividad de los
NMDAr, la cual es necesaria para el proceso de estabilizacion del trazo tanto en Cl
como en amigdala. Con esta informacion, estudiamos el efecto de la activacion
exdgena de los receptores NMDA en la Cl y en la amigdala, sustituyendo tanto la
senal glutamatérgica que se presenta con la induccion de malestar gastrico, como
la senal post-adquisicion. Con estas manipulaciones farmacoldgicas en amigdala,
logramos inducir un CAS débil en ausencia de malestar gastrico, enfatizando asi la
importancia de la senal glutamatérgica post-adquisicion. Podemos decir que
nuestros datos apoyan la idea de que varias estructuras deben estar co-activas
después de la estimulacidon que genera un trazo de memoria para contribuir,
mediante la reactivacion neuroquimica, a la estabilizacion progresiva de este trazo.

v



ABSTRACT

Memory allows the interaction of the organisms with their environment by
adaptation to several changes through effective acquisition, consolidation and
retrieval of the information. A widely used model for the study of memory processes
is conditioned taste aversion (CTA), in CTA learning paradigm animals learn to avoid
certain taste that was paired with digestive malaise. This experience enables the
animals to ensure its survival. Each day we know more about the cellular
mechanisms beneath the acquisition and long term establishment of this task,
moving toward a better understanding of the general memory process. In this thesis
we approached to the study of memory formation processes by monitoring
extracellular changes of some neurotransmitters (glutamate, y—amminobutyric acid
(GABA), norepinephrine (NE) and dopamine (DA)). We found that novel taste stimuli
relates to an increment in extracellular DA in the insular cortex (IC), this
dopaminergic sign take action through D1 receptors as part of CTA consolidation
process; whereas the glutamatergic signal acts through N-methyl-D-aspartate
receptors (NMDAr) in both the IC and the amygdala, to indicate the induction of
gastric malaise by i.p. injection of LiCl. The gastric malaise is also related to an
increase in amygdalar NE acting through B-adrenergic receptors. However, we also
found extracellular changes in these structures in post-acquisition stages. For
instance, within the IC a concomitant increment of DA and glutamate takes place in
conditioned animals and these increments dependent on amygdalar activity. This
latter structure also shows neurochemical reactivations of glutamate and NE that
temporally match with those shown in the IC. Our data suggests that such
reactivation signals act together modulating, in part through PKA, NMDAr activity
which is necessary for memory trace stabilization in the IC and the amygdala. With
this information, we studied the effect of exogenous activation of NMDAr in the IC
and the amygdala, in substitution of the glutamatergic signal related to the malaise
induction, as well as the post-acquisition glutamatergic signal. These
pharmacological manipulations in the amygdala allowed us to induce a weak CTA
memory without any gastric of visceral stimulation, stressing the importance of the
glutamatergic signals in post-acquisition periods. We can say that our data support
the idea that several structures co-activate after sensory stimulation that leads to
trace memory formation to contribute through neurochemical reactivation to
progressive memory trace stabilization
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I. INTRODUCCION

La mayor parte de lo que sabemos es adquirido a través de la experiencia y
mantenido a través de la memoria, desde nuestro nombre y las caras de nuestros
familiares, hasta como tocar un instrumento. Como resultado, somos lo que somos
en gran medida gracias a lo que aprendemos y recordamos. Sin embargo, la
memoria no solo simboliza un registro personal de conocimientos, sino que

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

Mientras que la memoria es esencial para muchos de los aspectos positivos
de la experiencia humana, también es cierto que varios problemas psicologicos y
emocionales resultan, al menos en parte, de las memorias almacenadas. Estos
problemas pueden desarrollarse a menudo como respuesta a experiencias
tempranas durante la vida que influyen en la manera habitual de interactuar con el
mundo (Kashdan et al. 2010). Asi mismo, varios desordenes neurolégicos y
neuropsiquiatricos se relacionan con alteraciones en las habilidades cognitivas
donde la pérdida de la memoria conlleva a la pérdida de la individualidad, de la
historia personal y la pérdida de las relaciones interpersonales. El estrés post-
traumatico, el desorden de depresion mayor, el sindrome de Cushing (que se
caracteriza por una sobre secrecion de glucocorticoides) (Conrad 2008, Dere et al.
2010, Kashdan et al. 2010), la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de
Huntington y la de Alzheimer (Klempir et al. 2009, Leverenz et al. 2009, Nelson et

al. 2009) son algunos ejemplos.

A medida que las bases celulares y moleculares de la formacion de la
memoria se comprenden mejor, es posible conocer la causa de los déficits
cognitivos y asi desarrollar tratamientos que algun dia no sélo alivien los sintomas,
sino que prevengan la enfermedad o disminuyan su progresion. De esta forma, la
investigacion basica ha permitido generar conocimiento util que ha ayudado a
formar modelos y teorias que mejor expliquen su funcionamiento, acercandonos

cada vez mas a una descripcion detallada de este proceso.



APRENDIZAJE Y MEMORIA.

A través del aprendizaje, los organismos pueden hacerle frente a los retos
creados por cambios en el medio ambiente (Chance 1999). El aprendizaje involucra
la codificacion de los estimulos para la adquisicion de informacién o experiencias.
La memoria es en gran medida un proceso molecular a través del cual se almacena
y mantiene la representacion de dichas experiencias en un estado que permita la

evocacion de la informacion y su influencia en el comportamiento (Rudy 2008).

Para su estudio y caracterizacion, el proceso mnemonico puede dividirse en

tres etapas:

1) Adquisicion: Durante esta etapa, los organismos obtienen informacion
acerca de los estimulos a los cuales estan expuestos durante su
interaccion con el medio ambiente; se considera que es la etapa de

aprendizaje.

2) Consolidacion: Se refiere al proceso de estabilizacion progresiva de la
memoria cuyos mecanismos moleculares involucran la sintesis de

proteinas necesarias para dicha estabilizacion (Dudai 2004).

3) Evocacion: Recuperacion voluntaria o espontanea de la informacion

adquirida y almacenada.

Otra caracterizacion de la memoria se ha hecho de acuerdo a su duracién.

MEMORIA DE CORTO Y LARGO PLAZO

A finales del siglo XIX Hermann Ebbinghaus estudié por primera vez
sistematicamente el proceso mnemoénico proporcionando informacion experimental
que permitio clasificar la memoria de acuerdo a su duracion. Llevé a cabo varios
estudios en los cuales midi6 la retencion de silabas de tres letras sin sentido

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



preexistentes. Ebbinghaus mostr6 que la informacion persiste por un tiempo
limitado (varios minutos) y que con la repeticion de la informacion ésta puede durar
dias. Posteriormente, en 1890 William James propuso que la memoria es una
secuencia de procesos: una etapa inicial, que llamdé “memoria primaria”, vista
como la representacion persistente de la informacion y la “memoria secundaria”
que contiene el registro de experiencias que han permanecido y que pueden ser
evocadas mas tarde (Rudy 2008). De esta forma se generaron las raices de la
distincion moderna de estos tipos de memoria, una con una duracion de minutos u
horas “memoria de corto plazo” (MCP) y a aquellas que duran meses o0 anos, la

“memoria de largo plazo” (MLP).

A finales de los 60’s se formularon varios modelos que describian el flujo de
informacion durante la formacion de la memoria, el mas caracteristico es el
llamado modelo modal, propuesto por Atkinson y Shiffrin en 1968. Este modelo
asume que la informacién es procesada por un rango de almacenes sensoriales y
posteriormente pasa a un almacén de corto plazo de capacidad limitada donde es
retenida a través de la repeticion y mientras mas tiempo dicha informacion sea
retenida, incrementa la probabilidad de que sea transferida al almacén a largo

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

Asi como este modelo supone que el primer almacén es estrictamente
necesario para que la informacion pase al segundo, se ha asumido que la MCP y la
MLP son procesos seriales, sin embargo existe evidencia de que estos procesos
pueden llevarse a cabo paralela e independientemente. Shallice y Warrington
(1970) describieron el caso de un paciente, K.F., que sufrié6 una lesién en el
hemisferio izquierdo del cerebro en un area cercana a la fisura de Silvio donde
tipicamente se localiza el control del lenguaje. El paciente duda un poco en su
forma de hablar, sin embargo no presentaba afasia. Tenia gran dificultad en la
repeticion y su memoria inmediata estaba limitada al aprendizaje de dos o tres
digitos; ademas, una prueba de reconocimiento no verbal también indic6é que tenia
serios problemas con la memoria de trabajol; sin embargo, reportaron que su

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

! Retencion temporal de informacion para realizar una accion prospectiva o resolver un problema en el
corto plazo. Baddeley, A. (1999) Human memory, theory and practice. Psychology Press, East Sussex,
UK.



Adicionalmente, lzquierdo y colaboradores reportaron que la administracion de
bloqueadores o agonistas de varios sistemas de neurotransmision en la corteza
entorrinal y el hipocampo dorsal afectan la formacion de la MCP sin alterar la MLP
(Izquierdo et al. 1998a). En conjunto, esta evidencia indica que la MCP no es un
paso necesario hacia la MLP y que podrian ser procesos que se llevan a cabo

separadamente.

A pesar de las diferencias en estos modelos, en ambos se reconoce que la
MCP decae relativamente rapido y es transitoria, mientras que la MLP decae a una
velocidad menor y permanece dias, meses o incluso toda la vida “estabilizandose”

a través de la consolidacion.

CONSOLIDACION

Dos investigadores alemanes, George Mduller y Alfons Pilzecker reportaron
que la formacién de una memoria estable es interrumpida si se expone a nuevos
estimulos poco después de la adquisicion inicial. Esto llevo a la nocion de que las
memorias son labiles en su etapa inicial y se estabilizan a través del tiempo,
proceso llamado consolidacion (Lechner et al. 1999). Estudios extensivos han
confirmado que las memorias recientemente formadas son susceptibles a una
variedad de manipulaciones post-adquisicion como choques electroconvulsivos
(McGaugh & Alpern 1966) e inhibidores de sintesis de proteinas (Dudai 2004). Los
efectos de dichas manipulaciones disminuyen conforme incrementa el intervalo de

tiempo entre la adquisicion y la intervencion.

El término “consolidacion” se refiere a dos tipos de procesos: uno es
conocido como consolidacion celular, que se lleva a cabo dentro de los primeros
minutos u horas después de a adquisicion y se refiere a los eventos bioquimicos y
moleculares que se producen en los circuitos neuronales que codifican la
representacion interna de la experiencia (trazo de memoria); incluyendo cambios
en las vias de senalizacion y alteracion en la sintesis de proteinas que produzcan
los cambios mas duraderos en las sinapsis. El otro tipo de consolidacion toma
semanas, meses 0 anos para completarse y se cree que involucra cambios en las

interacciones entre los circuitos neuronales o sistemas que codifican la memoria,



modificando la fuerza del trazo. A este tipo de proceso se le llama consolidacion de
sistemas (Dudai 2004).

Para comprender los mecanismos de la formacion de la memoria a corto y
largo plazo es necesario describir en términos celulares y moleculares los
mecanismos empleados en la adquisicion de la informacion y los pasos que

permiten la retenciéon y persistencia de la memoria.

El modelo estandar de la consolidacion celular propone que el
mantenimiento de la memoria de corto plazo involucra el trafico de nuevos
receptores y posiblemente otras proteinas en la membrana sinaptica y cambios
en la asociacion de los receptores con el citoesqueleto para potenciar ciertas
cascadas de senalizacion celular, asi como modificaciones post-traduccionales de
las proteinas sinapticas; mientras que la formacion de la memoria a largo plazo
requiere de la activacion de factores de transcripcion, modulacion de la expresion
de genes en las sinapsis y el cuerpo celular, reorganizacion de proteinas
sinapticas, incluyendo receptores membranales y elementos del citoesqueleto, que
en conjunto participan en la remodelacion sinaptica que se asume “estabiliza” el
trazo de memoria. De acuerdo con esto la construccion de una memoria a largo
plazo requiere de componentes moleculares diferentes o adicionales a los que
requiere la memoria corto plazo donde los procesos de trascripcion y traduccion
juegan un papel critico. Particularmente la modulacion de la expresion génica por
el elemento responsivo a adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (CRE, por sus siglas
en inglés) parece jugar un papel importante en la consolidacion de la memoria.
Esto ha sido descrito en modelos neuronales de plasticidad asi como en
experimentos conductuales (Benito & Barco 2010). Un ejemplo prominente es la
cascada de AMPc que involucra la activacion de la cinasa dependiente de AMPc
(PKA, por sus siglas en inglés), la cual fosforila y activa isoformas de proteinas de
unién a CRE (CREBs). CREB modula la expresion de genes regulados por CRE,
incluyendo genes de expresion inmediata (IEGs) como factores de transcripcion
que, a su vez, regula la expresion de otros genes. Otros IEGs incluyen moléculas
de adhesion celular y enzimas que controlan la degradacion de proteinas
intracelulares y extracelulares; otros factores de la familia CREB son criticos para

varias funciones importantes del sistema nervioso central, como neurogénesis,



supervivencia neuronal y neuroproteccion (Benito & Barco 2010, Carlezon et al.
2005, Persengiev & Green 2003, Silva et al. 1998).

Los procesos de sintesis neuronal que correlacionan con la consolidacion y
se requieren para la misma son multifasicos e involucran el reclutamiento
concertado de mecanismos celulares y sinapticos. Se ha propuesto que las sinapsis
activadas durante el aprendizaje son de alguna forma marcadas posiblemente por
modificaciones post-traduccionales de las proteinas sinapticas o la reorganizacion
de dichas proteinas (Frey & Morris 1997). Esto resulta en una nueva configuracion
sinaptica, la cual por si misma podria atraer otras proteinas de la célula.
Adicionalmente las proteinas sintetizadas en la sinapsis podrian fortalecer el
marcaje de la misma y enviar un mensaje retrogrado para informar al nucleo

acerca del cambio (Casadio et al. 1999).

REACTIVACION Y CONSOLIDACION

Como parte del proceso de consolidacion y para que los cambios sinapticos
perduren, se ha propuesto que el trazo de memoria debe reactivarse. La teoria de
la reactivacion del trazo establece que existen patrones de actividad en los
ensambles neuronales expresados durante una experiencia que deben ser
reactivados espontaneamente durante subsecuentes periodos de inactividad
conductual y los componentes del trazo de memoria que se encuentran distribuidos
deben reactivarse concurrentemente en sitios corticales relevantes (Hoffman &
McNaughton 2002). De acuerdo a ésto, la consolidacion de la memoria depende de
la reactivacion y reorganizacion de la informacion recientemente adquirida. Tras la
codificacion inicial de una experiencia sensorial, una serie de alteraciones
moleculares, celulares y a nivel de sistemas se llevan a cabo de manera automatica
y fuera de la conciencia; dichos eventos estabilizan la representacion inicial de la
memoria, convirtiéndolo en un trazo de memoria de larga duracion (Stickgold
2005).

Algunas teorias de la consolidacion proponen que durante el sueno se
orquestan patrones de reactivacion en las estructuras neocorticales y otras

estructuras del I16bulo temporal medial, como el hipocampo principalmente durante



el sueno de ondas lentas (SWS) (Sutherland & McNaughton 2000, Qin et al. 1997).
Se ha observado que la tasa de disparo de aquellas células hipocampales que
estuvieron activas durante la exploracion de un ambiente, incrementa durante la
subsecuente etapa de sueno, particularmente durante el SWS (Pavlides & Winson
1989, Wilson & McNaughton 1994). Sin embargo, existe también evidencia de que
la informacion es mantenida y procesada durante periodos de vigilia subsecuentes
al entrenamiento. Registros neuronales simultaneos en la corteza de macacos, i.e.
corteza parietal posterior, corteza motora y cortezas somatosensorial y dorsal
prefrontal revelaron que las células en estas cuatro areas presentan incremento
en los disparos neuronales después de la adquisicion de una tarea y esas neuronas
tenian la tendencia a co-activarse en paralelo (Deyama et al. 2008). Aunque no se
ha distinguido una diferencia funcional entre las reactivaciones de los trazos de
memoria en las etapas de vigilia y sueno, se piensa que estos procesos post-
adquisicion tienen como objetivo mantener, fortalecer y consolidar la informacion
(Peigneux et al. 2006).



Il. CONDICIONAMIENTO DE AVERSION AL SABOR
COMO MODELO DE ESTUDIO

La existencia de un organismo depende de su habilidad para mantener la
homeostasis intrinseca en un mundo cambiante. La puerta para la introduccion de
energia y otros metabolitos necesarios para la supervivencia del organismo y para

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

Para consumir las sustancias necesarias y benéficas y evitar aquellas que
resultan daninas y puedan causar malestar, el organismo utiliza en gran medida el
sentido del gusto y etiqueta a las sustancias como apetecibles o repulsivas. Sin
embargo, la reaccion del organismo a una sustancia especifica esta determinada
por la combinacion de respuestas automaticas desarrolladas durante la evoluciony
mecanismos de aprendizaje que son plasticos y pueden modificar el valor

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

Los animales, incluyendo los humanos, pueden reaccionar a varios sabores
empleando dos estrategias: programacion genética (preferencia por los sabores
dulces, repulsion por los sabores amargos), y complejos mecanismos de
aprendizaje que involucran la participacion de varias estructuras del cerebro

anterior (Rosenblum 2008).

El paradigma de aprendizaje gustativo mas estudiado es el
condicionamiento de aversion al sabor (CAS), en el cual el animal aprende a evitar
un sabor previamente asociado con malestar gastrico (Garcia 1955). En este
aprendizaje asociativo el sabor nuevo es el estimulo condicionado (EC); la induccion
de malestar gastrico es el estimulo incondicionado (El) y la accion de eludir el sabor

es la respuesta condicionada (RC).

El CAS presenta varias caracteristicas como modelo experimental que
facilitan el estudio de los procesos asociativos: Puede establecerse un CAS fuerte al
parear una sola vez el sabor con el malestar, lo que facilita la correlacion entre los
eventos moleculares y la memoria. También es posible formar el CAS aldn cuando

hayan pasado varias horas entre la exposicion al sabor y la llegada del malestar, lo



que permite la separacion temporal de los mecanismos de adquisicion de la
informacion acerca del sabor y los mecanismos de asociacion de esa informacion
con la informacion visceral (Yamamoto et al. 1998, Welzl et al. 2001, Naor & Dudai
1996). Otra ventaja es que se conocen las vias neurales que intervienen en el

procesamiento de los estimulos gustativo y visceral.

NEUROANATOMIA DEL APRENDIZAJE DEL CONDICIONAMIENTO DE
AVERSION AL SABOR.

Procesamiento del estimulo gustativo.

Como se puede observar en la figura 1, en la codificacion del estimulo
gustativo el nacleo del tracto solitario rostral recibe aferencias gustativas primarias
de la lengua via dos nervios craneales, el facial (VIl) y el glosofaringeo (IX) con
contribucion del nervio vago (X) que inervan la lengua y la cara. Posteriormente la
informacion gustativa llega al nlcleo parabraquial dorsolateral en el cerebro medio,
esta estructura tiene proyecciones hacia el hipotalamo lateral, stria terminalis y
amigdala central y basolateral y hacia la parte parvocelular del ndcleo talamico
ventral posteromedial (VPMpc), éste proyecta hacia la corteza insular anterior (Cl)
donde se encuentra la corteza gustativa (corteza insular agranular) (Bermudez-
Rattoni 2004).

Procesamiento del estimulo visceral (malestar gastrico).

Respecto al estimulo visceral, el ndcleo del tracto solitario caudal recibe
proyecciones de las ramas hepaticas del nervio vago, que son sensibles a irritacion
gastrica, y del area postrema, que es sensible a toxinas presentes en la sangre; las
proyecciones del nicleo del tracto solitario llegan al nicleo parabraquial externo
lateral, la amigdala central y el nicleo hipotalamico paraventicular. De la porcion
lateral del ndcleo parabraquial existen proyecciones a la parte ventral
posterolateral del talamo, que junto con la amigala central presenta eferencias

hacia la Cl en su porcion caudodorsal, (Fig. 1) (Bermudez-Rattoni 2004).
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Fig. 1. Resumen de las vias de procesamiento del estimulo gustativo (flechas continuas) y
del estimulo visceral (flechas discontinuas). Ver texto, NTSr = nucleo del tracto solitario
rostral, NTSc = nlcleo del tracto solitario central, NPBd = nlcleo parabraquial dorsolateral,
NPBe = nlcleo parabraquial externo lateral, VPM = talamo ventral posteromedial, VPL =
talamo ventral posterolateral, HL = hipotalamo lateral, ABL = amigdala basolateral, ACE =
amigdala central, Cl = corteza insular. Modificado de BermUdez-Rattoni, 2004.

CORTEZA INSULAR

La Cl de la rata se encuentra situada en la interseccion de la arteria cerebral
media y el surco rinal. Dorsalmente esta limitada por corteza somatosensorial y
ventralmente por el mismo surco rinal. Citoarquitectbnicamente pueden
distinguirse de manera dorsoventral tres regiones, corteza granular, disgarnular y
agranular. La corteza granular esta caracterizada por poseer una capa de células
granulares (capa IV) bien desarrollada y la densidad de esta capa es resaltada por
la relativamente escasa capa V directamente sobre ella. La capa Il contiene células
piramidales y es casi del doble de la lamina IV. La corteza disgranular se distingue
por la desaparicion de la lamina 1IV; las capas Il y lll son facilmente discernibles
como entidades separadas y la corteza agranular se sitla en el labio dorsal del
surco rinal, extendiéndose en sus profundidades. Es mas delgada que la region
disgranular y posee una banda intermedia mas delgada que contiene pequenas
células piramidales (Braun et al. 1972, Kosar et al. 1986). Estudios anatémicos y

electrofisiologicos indican que la region disgranular anterior de la Cl esta
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relacionada con la modalidad gustativa, mientras que la zona granular es un area

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

La Cl esta involucrada en reacciones viscerales, regulacion cardiovascular y
estrés (Alves et al. 2010, Yasui et al. 1991); también esta involucrada en
nocicepcion (Hanamori et al. 1998, Ohara et al. 2003) y procesos de aprendizaje y
memoria bajo diferentes modelos de estudio, como son prevencion pasiva
(Bermudez-Rattoni & McGaugh 1991), laberinto acuatico de Morris (Gutierrez et al.
1999), reconocimiento de objetos (Bermudez-Rattoni et al. 2005) y CAS
(Bermudez-Rattoni 2004, Bures J 1998).

A

1imm

Fig. 2. (A) Localizacion de la corteza gustativa (GC) dentro de la corteza insular de la rata en
la confluencia de la vena rinal (rhv) y la artertia cerebral media (mca) (Modificado de Acolla
et al.2007). (B) Corte coronal senalando la region granular (Gl), disgranular (DI) y agranular
(Al) de la corteza insular (Modificado de (Ogawa et al. 2000)

CONEXIONES AFERENTES Y EFERENTES

La Cl recibe proyecciones de acetilcolina y GABA (acido y-amino-butirico) del
ndcleo basalis magnocelularis; recibe proyecciones glutamatérgicas del sistema
limbico incluyendo la amigdala y el ndcleo mediodorsal del talamo y de la corteza
prefrontal (Bermudez-Rattoni et al. 1991), asi como proyecciones noradrenérgicas
de un nucleo del area dorsorostral del puente, el locus coeruleus (LC), que es la
principal fuente de norepinefrina del sistema nervioso central (Saper 1982).
También recibe aferencias dopaminérgicas del area ventral tegmental (AVT) (Jasmin

et al. 2004, Ohara et al. 2003). Especificamente, la region agranular recibe
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proyecciones talamicas del nicleo medial mediodorsal (Ray & Price 1992) mientras
que las zonas disgranular y granular reciben proyecciones del nucleo

paraventricular (Moga et al. 1995).

Por otra parte, algunas de estas conexiones parecen ser reciprocas dado
qgue se han reportado eferencias de la Cl hacia el nucleo del tracto solitario, nicleo
parabraquial, asi como al nlcleo gustativo-visceral (medial ventrobasal) y al nucleo
mediodorsal del mismo; asi como proyecciones hacia la corteza prefrontal (Krushel
& van der Kooy 1988, Saper 1982).

AMIGDALA

La amigdala se localiza en la porcion medial del I6bulo temporal, y esta
comprendida por alrededor de 13 nucleos y estructuras tipo corteza. Varias de
estas estructuras se han agrupado en subnlcleos de acuerdo a sus diferencias
citoarquitectonicas, histoquimicas y de conectividad (Pape & Pare 2010, Sah et al.
2003). Se pueden distinguir tres grupos de nlcleos, 1) basolateral, 2)
centromedial, y 3) el grupo superficial o tipo corteza, que incluye el nlcleo cortical y
nlcleos del tracto olfatorio lateral (figura 3). En este trabajo nos enfocaremos a los

dos primeros grupos.

GRUPO BASOLATERAL (ABL)

Comprende el nucleo lateral (AL), ndcleo basolateral (ABL) y el nlcleo
basomedial, también llamado nlcleo accesorio (ABM). EI AL se encuentra
localizado dorsalmente en la amigdala donde colinda con el nlcleo basal
centralmente. Se encuentra rodeado lateralmente por la capsula interna vy
medialmente por el ndcleo central (Sah et al. 2003). Morfolégicamente la
composicion neuronal de la ABL es similar a la de la corteza cerebral, excepto por el
hecho de que las neuronas se encuentran azarosamente orientadas. Asi como en la
corteza, la ABL contiene dos clases de neuronas; el grupo dominante (~80%)
consiste en células glutamatérgicas con arboles dendriticos multipolares y axones

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

cortos y dendritas espinosas (Pape & Pare 2010).

Grupo
basolateral

Grupo
centromedial

Grupo
cortical

ec 1mm

ventriculo
lateral

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

Consiste en dos nucleos: el nlicleo medial (ACeM), que se encuentra cerca
de la superficie colindando con el tracto 6optico y comienza al nivel del nucleo del
tracto olfatorio lateral extendiéndose caudalmente; y el nacleo central (ACe) que
tiene cuatro subdivisiones, la subdivision capsular (CeC), la lateral (Cel), la
intermedia (Cel) y la medial (CeM). El nlcleo central se localiza dorsomedialmente
en la parte rostral de la amigdala, bordeado lateralmente por el complejo
basolateral, dorsalmente por el globus pallidus y medialmente por la stria

terminalis.

En este nucleo de la amigdala se encuentran células morfolégicamente
similares a aquellas halladas en el estriado, siendo principalmente GABAérgicas e
indistinguibles de las neuronas medianas espinosas, de hecho la ACe contiene
pocas interneuronas GABAérgicas, siendo la mayoria neuronas eferentes. (Pape &
Pare 2010, Sah et al. 2003).

CONEXIONES INTRA-AMIGDALARES

Varios estudios de marcaje retrégrado han revelado que los nlcleos de la
amigdala poseen una extensa conectividad intra e internuclear; indicando que hay
un amplio procesamiento local de la informacion que entra a la amigdala antes de
que genere una respuesta apropiada. Dentro de la ABL existen importantes
proyecciones glutamatérgicas, particularmente del ndcleo AL hacia el nlicleo ABM
(Jolkkonen & Pitkanen 1998, Pitkanen et al. 1995). Dentro de este nlcleo la

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

El nucleo ACe, cuyas proyecciones constituyen una importante eferencia de
la amigdala, recibe proyecciones de la AL en las subdivisiones medial y capsular.
Sin embargo, no se han reportado proyecciones reciprocas del ACe hacia ABL (Pape
& Pare 2010).
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AFERENCIAS Y EFERENCIAS

La amigdala forma conexiones con una gran diversidad de estructuras
incluyendo la corteza, el estriado, algunos nucleos talamicos e hipotalamicos, asi
como nucleos del tallo cerebral (Amaral DG 1992). Como resultado, la amigdala
puede influir en una amplia variedad de procesos desde control auténomo, dolor,
estrés, ansiedad, miedo y deseo o preferencia; hasta la neuromodulacion de la
formacion de la memoria (de la Mora et al. 2010, McGaugh 2004, McGaugh et al.
2002, Shin & Liberzon 2010).

EFERENCIAS

Diferentes nucleos de la amigdala proyectan hacia diferentes clases de
estructuras en el sistema nervioso central. EI complejo ABL tiene una proyeccion
sustancial al sistema de memoria del I6bulo temporomedial con aferencias al
hipocampo y corteza peririnal (Pitkanen 2000). Existe una importante proyeccion
glutamatérgica de LA al nlcleo accumbens, la corteza prefrontal, talamo e

hipotalamo lateral.

Las proyecciones hacia la corteza prefrontal, la corteza insular y rinal? y el
estriado provienen de la ABL y no de la ACe; por el contrario, ABL practicamente no
tiene proyecciones hacia el tallo cerebral, mientras que la ACe envia importantes
proyecciones hacia esta region del cerebro, las cuales estan involucradas en
generar la respuesta conductual y auténoma del miedo caracterizadas por el
congelamiento, sobresalto, liberacion de hormonas del estrés y cambios en la
presion sanguinea y ritmo cardiaco (Pitkanen 2000, Sah et al. 2003). Dichas
proyecciones se dirigen a grupos celulares colinérgicos y noradrenérgicos situados
en la confluencia del puente y el mesencéfalo, asi como hacia células
dopaminérgicas en el area ventral tegmental y substantia nigra pars compacta
(Kaufling et al. 2009, Pape & Pare 2010); al nlcleo parabraquial, que esta
involucrado en vias nociceptivas; y hacia el nlcleo del tracto solitario, que se

conecta con el sistema vagal.

% Esto es cierto para especies como gato, rata, raton y conejo. En primates, existe una gran expansion de
proyecciones corticales de areas sensoriales y motoras, asi como cortezas asociativas Amaral DG, P. J.,
Pitkanen A, Carmichael ST (1992) Anatomical organization of the primate amygdaloid complex. In: The
amygdala: neurobiological aspects of emotion, memory and mental disfunction, (J. Aggleton ed.), pp. 1-
66. Wiley-Liss, Inc., New York, EUA.
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AFERENCIAS

La amigdala recibe informacion de todas las modalidades sensoriales,
dependiendo de la modalidad, la informacioén puede provenir del talamo, la corteza
o rutas subcorticales mas directas, La mayor parte de las proyecciones corticales
se originan en areas de asociacion y polimodales; paralelamente a la naturaleza
tipo corteza de la ABL y a las propiedades tipo estriado de la ACe, las aferencias
corticales hacia la ABL y ACe se originan de las capas lll y V, respectivamente
(Pape & Pare 2010). Particularmente areas corticales gustativas y viscerales en la
corteza insular anterior y posterior proveen de importantes proyecciones a la LA, al
nucleo ABM y al ACe (Sah et al. 2003).

De igual forma existen varias fuentes de informacion polimodal sensorial a
la amigdala, estas incluyen corteza prefrontal, cuya proyeccion llega principalmente
al nucleo ABM; asi como cortezas peririnal y entorinal e hipocampo, estructuras con
las cuales tiene proyecciones reciprocas. El nlcleo central es el objetivo principal

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

La amigdala recibe innervacion dopaminérgica de la substantia nigra pars
compacta, del area ventral tegmental y la extension caudal de la substancia nigra.
Por otra parte, la innervacion noradrenérgica proviene en su mayoria del locus
coeruleus (LC) y alrededor del 15% proviene de grupos celulares caudales al LC
(Fallon 1992).
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I1l. ANTECEDENTES

Se sabe que la integridad funcional de la Cl es importante para la
adquisicion, consolidacion y evocacion de la memoria gustativa de aversion
(Bermudez-Rattoni et al. 1991, Escobar & Bermudez-Rattoni 2000), como lo
demuestran trabajos donde se causan lesiones electroliticas o excitotoxicas de esta
estructura afectando estas etapas de la memoria (Cubero et al. 1999, Nerad et al.
1996). De igual manera, la formacion del CAS se ve afectada si se inactiva
temporalmente la funcién de la Cl por medio de un blogueador de los canales de
sodio sensibles a voltaje, la tetrodotoxina (TTX) antes de la adquisicion de la tarea,
(Gallo et al. 1992).

En el caso de la amigdala, la forma irregular de los ndcleos que la componen
ha dificultado realizar lesiones circunscritas, de manera que los resultados
conductuales varian de acuerdo a los protocolos empleados (Reilly & Bornovalova
2005). Sin embargo se ha descrito que lesiones excitotoxicas de la ABL, pero no de
ACe atenuan la formacion del CAS (Morris et al. 1999, St Andre & Reilly 2007,
Yamamoto & Fujimoto 1991). También se ha reportado que las lesiones
electroliticas de ABL, pero no de la ACe y/o de la AM, afectan la adquisicion del CAS
(Aggleton et al. 1981, Rollins et al. 2001). Ademas, la inactivacion temporal,
mediante la administracion de TTX antes de la induccion del malestar gastrico
afecta la formacion del CAS (Gallo et al. 1992, Roldan & Bures 1994).

Lo anterior indica que la actividad de estas estructuras es necesaria para el
procesamiento de la informacion que integrara el trazo de memoria, sin embargo es
necesario conocer también algunos estudios que han evaluado los sistemas de

neurotransmision que estan participando.
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SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION INVOLUCRADOS
EN EL APRENDIZAJE GUSTATIVO

La informacion de las propiedades quimicas y fisicas de los sabores llega a
la Cl y a la amigdala a través de diferentes neurotransmisores. Como vimos antes,
ambas estructuras reciben aferencias dopaminérgicas, noradrenérgicas,
glutamatérgicas y gabaérgicas; asi que revisaremos en esta seccion algunos
estudios acercad e la participacion de estos sistemas de neurotransmision en la

formaciéon de a memoria gustativa de aversion.

CORTEZA INSULAR

Sistema glutamatérgico. El glutamato es el principal neurotransmisor
excitador del sistema nervioso central de los mamiferos y actla través de dos tipos
de receptores. Los receptores ionotropicos, que son permeables a cationes y
producen cambios celulares rapidamente, comprenden a los AMPA (acido a-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico), los NMDA (N-metil-D-aspartato) y los
kainato. Los receptores metabotrépicos activados por glutamato (mGIuRs) estan

acoplados a proteinas G y tienen un efecto mas lento en las neuronas.

La administracion de un antagonista competitivo de los receptores tipo
NMDA (NMDAr), el acido DL-2-amino-5-fosfovalérico (APV) antes de la induccion del
malestar gastrico, evita la formacion del CAS (Rosenblum et al. 1997). Ademas,
estudios de liberacion de glutamato en la Cl indican que un estimulo gustativo
nuevo no produce cambios significativos en la concentracion extracelular de
glutamato, sin embargo, tras la induccion del malestar gastrico por medio de la
administracion de cloruro de litio (LiCl) via intraperitoneal se observa un incremento
significativo de glutamato extracelular en esta estructura (Miranda et al. 2002).
Esto nos habla del papel del glutamato como parte de la senalizacion del malestar
gastrico, que es uno de los estimulos necesarios para la formacion de la memoria
gustativa de aversion. Interesantemente, la administracion de APV antes del
condicionamiento afecta la memoria a largo plazo, pero no la de corto plazo,
indicando que la actividad de NMDA en la Cl es crucial para la consolidacion de

esta tarea (Ferreira et al. 2002).
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Sistema gabaérgico. GABA es el principal neurotransmisor inhibidor en el sistema
nervioso central de los mamiferos. Los receptores GABAa son canales de cloro que
pueden bloquearse selectivamente con bicuculina y son modulados por esteroides,
barbituratos y benzodiacepinas. Los receptores GABAc también son canales de
cloro, pero su agonista natural es un orden de magnitud mas potente que en los
GABAA y no son blogqueados por bicuculina. GABA también activa receptores
metabotropicos acoplados a proteinas Gi, 0 que causa la inhibicion de la adenilato
ciclasa, asi como el decremento en la conductancia de Ca2* y un incremento en la
conductancia de K* (Chebib & Johnston 1999).

Algunos estudios indican que los farmacos que modulan los receptores
GABA A, como las benzodiacepinas que facilitan la apertura de los canales de cloro
en respuesta a la activacion de estos receptores tienen efectos negativos sobre la
memoria en varios tipos de aprendizajes aversivos (Renault 1986, Cole, 1995).
Particularmente se ha reportado que alteran la evocacion (Roache & Zabik 1986,
Yasoshima & Yamamoto 2005), y algunos aspectos de la extincion del CAS
(Delamater & Treit 1988). Dado que la administracion de los farmacos fue hecha
antes de la prueba de aversion, no se sabe si el sistema GABAérgico esta
involucrado en los mecanismos de formacion de la memoria y no sélo de su

expresion.

Respecto a los receptores GABA B, un modelo de mutacion puntual en la
isoforma GABA Bi1, mostré que estos receptores también estan involucrados tanto
en la adquisicion como en la extincion del CAS (Jacobson et al. 2006); sin embargo
esta mutacion no fue delimitada a alguna region, asi que no se conoce Su

contribucién especifica en la Cl.

Sistema noradrenérgico. La norepinefrina (NE) actla a través de receptores
metabotropicos acoplados a proteinas Gs (B-adrenérgicos), Gg (x-adrenérgicos 1) y
Gi (a-adrenérgicos 2); a través de los cuales ejerce sus efectos modulatorios. En el
sistema nervioso central, la NE esta involucrada en varios procesos fisiologicos
como regulacion de los ciclos de sueno-vigilia, atencion, ansiedad y aprendizaje y

memoria (Robbins 1995). Respecto a este (ltimo se piensa que el sistema
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noradrenérgico participa en la adquisicion y consolidacion de la memoria de
eventos emocionales o aversivos (Murchison et al. 2004) por lo que puede estar
implicada en cambios plasticos en la funcién sinaptica a largo plazo (Robbins
1995).

Los estudios realizados hasta el momento para determinar el papel del
sistema noradrenérgico cortical en la formacion de la memoria gustativa son
escasos, se ha descrito que este sistema de neurotransmision responde a la
presentacion de un estimulo gustativo nuevo ya que las neuronas del LC se activan
con la exposicion a estimulos desconocidos (Robbins 1995). Particularmente en el
aprendizaje gustativo de aversion, se ha visto que al lesionar la Cl antes de la
adquisicion del CAS con la neurotoxina catecolaminérgica 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), la formacion del CAS se ve afectada (Fernandez-Ruiz et al. 1993). Dado que
estas manipulaciones farmacolégicas se han hecho previas a la adquisicion, no
permiten discernir sobre qué etapa de la formacion de la memoria esta
participando la senal noradrenérgica en la Cl ni si interviene en el procesamiento

de la informacion gustativa o visceral.

Sistema dopaminérgico. Se han caracterizado cinco subtipos de receptores,
del D1 al D5, los cuales se clasifican en dos familias. Los tipo D1 estan acoplados a
proteinas Gs e incluye a los receptores D1y D5; y los D2, acoplados a proteinas Gi,
donde se incluyen los receptores D2, D3 y D4. El estudio del papel de la dopamina
en el aprendizaje y la memoria ha proporcionado multiples evidencias con respecto
a la adquisicion de tareas asociativas; las neuronas dopaminérgicas del VTA se
activan mientras se aprenden estas tareas (Schultz 2000, Waelti et al. 2001,
Young et al. 2005) y hay un incremento en la liberacion de dopamina en la corteza
prefrontal y estriado (Feenstra et al. 1999, Wilkinson et al. 1998). Como se
comentd antes, la lesion con 6-OHDA en Cl afecta la adquisicion del CAS, lo que
incluye también efectos sobre la transmision dopaminérgica, no sélo
noradrenérgica, mostrando asi indicios de la posible intervencion de dopamina en

este aprendizaje asociativo.
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AMIGDALA

Sistema glutamatérgico. Se ha demostrado que la amigdala participa en la
senalizacion del malestar gastrico a través del glutamato, ya que la administracion
de LiCl i.p. produce un incremento de ese neurotransmisor en la ABL (Miranda et al.
2002) y la inyeccion intra-amigdalar de glutamato, solo o con una dosis baja de
LiCl, después de la exposicion a un sabor nuevo, produce CAS (Miranda et al. 2002,
Tucci et al. 1998). Ademas, la inyeccion de antagonistas de los NMDAr antes de la
induccion del malestar gastrico, atenua la formacion del CAS (Tucci et al. 1998,
Yasoshima et al. 2000). También se logra este efecto cuando se administra CNQX,
un antagonista de los receptores AMPA, después de la presentacion del sabor
(Yasoshima et al. 2000).

También existe evidencia de la participacion de los mGIuRs en la amigdala
durante la formacion del CAS. La inyeccion en la ABL de un antagonista de los
mGIuR | y Il, después de la exposicion al estimulo gustativo, atenta el CAS. Sin
embargo, la administracion de un antagonista a mGIuR5 en la ABL, previo a la
presentacion del estimulo gustativo no tiene efecto en la prueba a largo plazo del

CAS, pero la extincion de éste es mas lenta (Simonyi et al. 2009).

Sistema gabaérgico. Algunos trabajos han tratado de describir los efectos de
la administracion intra-amigdalar de agonistas de los receptores GABA A en la
expresion del CAS. Dado que este nlcleo tiene altos niveles de expresion de
receptores GABA A (McDonald & Betette 2001), este puede ser el locus del efecto
ansiolitico de las benzodiacepinas en la adquisicion y evocacion de las memorias
de aversion (Makkar et al. 2010). Particularmente, la administracion de midazolam
en la ABL antes de la prueba a largo plazo, afecta la evocacion del CAS (Yasoshima
& Yamamoto 2005). La administracion de otro agonista de los receptores GABAA,
muscimol, en la ABL inmediatamente después de la primera extincion del CAS
provocd que esta tarea no se extinguiera por dos semanas. Sin embargo, la

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

Sistema noradrenérgico. Existe amplia evidencia de la participacion de este

sistema de neurotransmision en la adquisicion y consolidacion de memorias con
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contenido emocional (McGaugh 2004, McGaugh et al. 2002). En el caso de la
formacion de la memoria del CAS se sabe que infusiones de propranolol, un
antagonista de los receptores B-adrenérgicos, afecta el CAS cuando se administra
antes de la inyeccion i.p. de LiCl (Miranda et al. 2003), sin embargo cuando es
administrado antes de la adquisicion del CAS, éste no se ve afectado (Miranda et
al. 2008). Esto indica que los receptores B-adrenérgicos participan en el
procesamiento del estimulo visceral, pero no en el del estimulo gustativo durante la

formacion del CAS.

Sistema dopaminérgico. La ABL se ha visto implicada en tareas de
condicionamiento apetitivo y aversivo (Davis 1992, de la Mora et al. 2010, Everitt
et al. 2003, McGaugh 2004). Particularmente se ha visto que la proyeccion
dopaminérgica hacia la ABL esta involucrada en algunos aspectos del aprendizaje
asociativo (de la Mora et al. 2010, Guarraci et al. 2000, Guarraci et al. 1999). Sin
embargo, en lo que respecta a su participacion en la formacion del CAS, existe muy
poca informacion. La lesion catecolaminérgica con 6-OHDA en la amigdala atenda
el CAS (Borsini & Rolls 1984); sin embargo, también existen datos donde el mismo
tratamiento no tiene el mismo efecto sobre la adquisicion de esta tarea (Fernandez-
Ruiz et al. 1993).

INTERACCION AMIGDALA-CORTEZA INSULAR EN LA
FORMACION DEL CAS

Como se menciondé antes, la amigdala y la corteza insular tienen
proyecciones reciprocas (Pitkanen 2000, Price 2003). Existen datos que sugieren
que la proyeccion de la ABL hacia la corteza gustativa es importante para el
establecimiento de la memoria gustativa de aversion. La estimulacion tetanica de
la ABL induce potenciacion a largo plazo (PLP) en la Cl, incrementando
significativamente la respuesta neuronal a estimulacion de baja frecuencia
(Escobar et al. 1998, Jones et al. 1999). La induccién de la PLP en la proyeccion
ABL-Cl antes de la adquisicion del CAS, favorece la retencion de esta tarea (Escobar
& Bermudez-Rattoni 2000). Ademas se ha demostrado que esta potenciacion es
dependiente de la actividad de los NMDAr en la Cl, ya que la administracion

intracortical de un antagonista competitivo de estos receptores, el CPP (acido 3-2-
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carboxipiperacina-4-il-propil-1-fosfonico) y APV afectan tanto la formacion del CAS
como la PLP de la via ABL-Cl. En contraste, el bloqueo de los mGluRs no tuvo estos
efectos (Escobar et al. 2002). Se ha reportado también que la inyeccion de
glutamato en la ABL antes de la induccion del malestar gastrico mejora la
formacion del CAS; sin embargo, la inyeccion de APV en la Cl inhibe este efecto
(Ferreira et al. 2005). Esto sugiere que la interaccion entre estas estructuras a
través del sistema glutamatérgico podria constituir un mecanismo mediante el cual

el trazo de memoria del CAS es establecido.

REACTIVACION Y CONSOLIDACION DEL CAS

Existe evidencia de que la actividad post-adquisicion (reactivacion) favorece
la estabilizacion alargo plazo de la informacion aprendida. En el caso del CAS, el
bloqueo de los NMDAr en la Cl, 30, 60 o 120 minutos después del protocolo de
condicionamiento afecta la consolidacion de esta tarea (Gutierrez et al. 1999). Cui
y colaboradores (2005) reportaron estudios hechos en ratones knock-out para NR1,
caracteristica que puede ser reversible, inducible y especifico para estructuras del
cerebro anterior, de manera que es posible eliminar la presencia de los NMDAr
(cuya subunidad basica es la NR1) en cualquier etapa de la formacion de la
memoria. En estos estudios, eliminaron los NMDAr durante una semana después
de la adquisicion del CAS y evaluando la MLP encontraron una significativa
disminucion en la aversion. Esto sugiere que hay una prolongada actividad
glutamatérgica/NMDA durante la etapa post-adquisicion que interviene en la
formacion de la MLP del CAS.

Respecto a la participacion de la amigdala, se ha visto que la inyeccion de
TTX en la ABL 15 minutos, y hasta hora y media después del pareamiento entre el
estimulo visceral y gustativo, ocasiona la atenuacion del CAS; dicha atenuacion es
inversamente proporcional al intervalo de tiempo entre la adquisicion y la inyeccion
intra-amigdalar (Roldan & Bures 1994). También se ha reportado un incremento en
las respuestas neuronales de la ABL 30 minutos después del condicionamiento
(Yamamoto & Fujimoto 1991). A pesar de que es la Unica informacion disponible
gue sugiere que la amigdala es necesaria en etapas post-adquisicion para la
consolidacion del CAS, la interaccion con la Cl indica que la actividad de estas

estructuras podria estar relacionada con el proceso de consolidacion del CAS.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La evidencia indica que la corteza insular y la amigdala son estructuras clave
para la adquisicion y consolidacién de la memoria del CAS. Sin embargo, es escasa
la informacion sobre la participacion de los sistemas de neurotransmision antes
mencionados en la senalizacion y representacion de los estimulos condicionado e
incondicionado para la formacion y estabilizacion del trazo de memoria del CAS, ya
gue soélo se ha podido inferir su participacion a partir del bloqueo farmacolégico de

algunos receptores.

Se ha propuesto que tras la estimulacion que genera el trazo de memoria,
existe una reactivacion del mismo en ausencia de estimulacion externa y que
contribuye a la estabilizacion progresiva y almacenamiento de la informacion. Hasta
el momento, este proceso no se ha estudiado en términos de liberacion de
neurotransmisores y se desconoce qué sistemas de neurotransmision estan
involucrados en la reactivacion de las vias bioquimicas que mantienen los niveles

de proteina que sustentan los cambios plasticos a largo plazo

Por lo tanto, el estudio de las senales de neurotransmision que intervienen
tanto en la etapa de adquisicion de la memoria como en el proceso de
consolidacion en la Cl y en la amigdala permitiria comprender los mecanismos de la

formacion del trazo de memoria gustativa de aversion
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V. HIPOTESIS

En la Cl y la amigdala habra cambios en la liberacion de neurotransmisores
relacionados a la representacion de los estimulos gustativo y visceral
durante la formacion de la memoria gustativa de aversion. Tras la
asociacion de los estimulos, estas estructuras continuaran participando en
la estabilizacion de la memoria del CAS mediante la reactivacion

neuroquimica.

VI. OBIJETIVO

Estudiar la participacion de los sistemas glutamatérgico, gabaérgico,

noradrenérgico y dopaminérgico en las etapas de adquisicion y consolidacion de la

memoria gustativa de aversion en la Cl y la amigdala, asi como estudiar como la

interaccion de estas estructuras contribuye a la estabilizacion del trazo de

memoria.

OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar los cambios extracelulares de glutamato, GABA, norepinefrina y
dopamina en la Cl y la amigdala de rata mediante la técnica de microdialisis

en libre movimiento durante la adquisicion y postadquisicion del CAS.

Estudiar el significado funcional de las senales de neurotransmision
caracterizadas y su participacion en las diferentes etapas de la formacion de
la memoria mediante el bloqueo de algunos de los receptores de los

sistemas antes mencionados.

Determinar si la interaccion entre amigdala y Cl en la etapa post-adquisicion
es necesaria para la consolidacion del CAS, asi como analizar los sistemas

de neurotransmision involucrados en este proceso.
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VIl. METODOLOGIA

1. Animales.

Se emplearon ratas Wistar machos de 90 dias de nacidas y 270 - 300 g de
peso al momento de la cirugia, fueron colocadas en cajas individuales bajo un ciclo
de 12 horas luz/obscuridad con alimento y agua ad libitum excepto en los

procedimientos experimentales (ver mas adelante).

2. Implantacion de canulas guia.

Los animales fueron anestesiados con ketamina a una dosis de 84 mg/kg
(Anesket, PiSA agropecuaria, México) y xilacina (Procin, PiSA agropecuaria, México)
a una dosis de 0.4 mg/kg via intraperitoneal. El lugar de implantacion de la canula
guia (CMA 12 guide cannula) se determind de acuerdo a coordenadas obtenidas
del atlas Paxinos y Watson (Paxinos 1998). Para la Cl, con respecto a Bregma: AP =
+1.2mm,L=+5mmyDV =-4.5 mm, para la amigdala: AP = -2.8 mm, L = - 4.8
mm y DV = - 7.5 mm. Tras la implantacion de la guia canula, ésta se sujetd al
craneo con acrilico dental y dos tornillos. Para los experimentos de administracion
intracerebral, se implantaron canulas bilaterales de acero inoxidable de 23G

dirigidas a Cl o amigdala.

3. Microdialisis en libre movimiento.

Después de la cirugia los animales se recuperaron en sus cajas individuales
durante cinco dias; transcurrido este tiempo fueron privados de agua por 24 horas
y luego colocados individualmente por cinco dias durante cinco horas (10:00 a.m. a
3:00 p.m.) dentro de la camara de microdialisis correspondiente (Bioanalytical
systems, Inc., E.U.A.), donde se acostumbraron a beber 10 mL de agua de una
probeta graduada en periodos de 15 minutos al dia. Por la tarde, estando los
animales en el bioterio, se les daba acceso a 20 mL mas de agua para hidratarlas.
Durante su estancia en la camara de microdialisis los animales fueron manipulados

y habituados al contacto frecuente del experimentador.

La microdialisis en libre movimiento permite monitorear la liberacion

extracelular de neurotransmisores en una estructura en particular; el principio de la
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microdialisis se basa en la difusion de las moléculas a través de poros de diametro
pequeno en una membrana semipermeable unida a una sonda constituida de dos
tubos concéntricos; al tubo de entrada se conecta una bomba de perfusion que
infunde liquido cefalorraquideo artificial (LCRA) (NaCl 118 mM, KCI 4.7 mM,
KH2PO4 1.2 mM, MgS04 1.2 mM, CaCl2 2.5 mM, NaHCOs 19 mM, Glucosa 3.3 mM),
éste se equilibra con el fluido en el exterior por difusion en ambas direcciones, asi
el LCRA recuperado por la tuberia de salida contiene los neurotransmisores que
lograron atravesar la membrana; de manera que un analisis cuantitativo de las
moléculas recolectadas en las fracciones de microdializado refleja su patron de
liberacion temporal en el fluido extracelular (Orlowska-Majdak 2004, Ungerstedt
1991).

El dia del procedimiento experimental la sonda de microdialisis fue
perfundida a una velocidad de 2 pyL/min por 30 min con LCRA filtrado (membrana
de filtracion de 0.20 um) a temperatura ambiente con ayuda de una bomba
(CMA/100 pump) conectada a través de tuberia de propileno etileno fluorinado
para eliminar el glicerol en el cual se conserva la membrana. Tras verificar la
ausencia de burbujas en el sistema se disminuy6 la velocidad de perfusion a 1
bL/min y se insertd en la rata la sonda (CMA 12) con una membrana de 3 mm de
largo en el caso del monitoreo en Cl y de 1 mm en el caso de la amigdala. Los
primeros 90 minutos de recoleccion fueron descartados y después se recolectaron
muestras cada 4 minutos recibiendo el microdializado en tubos eppendorf de 200
uL que contenian 1 pL de mezcla antioxidante (acido ascérbico 0.25 mM, Naz2EDTA
0.27 mM, acido acético 0.1 M), las fracciones fueron inmediatamente guardadas

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

Para establecer la linea basal de liberacion (LB) se recolectaron tres
fracciones (a una velocidad de perfusion de 1 uL/min para Cly 0.8 yL/min para la
amigdala) tras la cuales se presentd el estimulo correspondiente o se inici6 el
protocolo de condicionamiento monitoreando durante 32 6 100 minutos

dependiendo del experimento, los cuales se detallaran mas adelante.
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4, Cuantificacion de neurotransmisores por electroforesis capilar.

La electroforesis capilar (EC) es una técnica analitica instrumental de
separacion, la cual permite la identificacion y cuantificacion de los analitos una vez
separados al acoplarse al detector adecuado. La separacion en EC se basa en la
migracion de especies cargadas que se encuentran disueltas o suspendidas en una
solucién electrolitica dentro de un tubo capilar de diametro muy pequeno al aplicar
un voltaje, (fig. 4) (Landers 1997).

capllar de silice fundido

o

| detertr|
=

O,
_\lJ muestra

amortiguadar fuente de poder amortiguador

de corrida — ——

@ O

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

de corrida

Dada la complejidad de la muestra biolégica en cuanto al gran nimero de
moléculas que pueden estar presentes fue necesario emplear un método que
permitiera separar, identificar y cuantificar simultaneamente los niveles de GABA
glutamato, dopamina y norepinefrina presentes en el microdializado. Puesto que
una de las grandes ventajas de emplear EC como herramienta para el analisis es
que se requiere un volumen pequeno de muestra comparado con los 20 o0 30 uL
requeridos para el analisis por HPLC, se buscé mejorar la resolucion temporal del
patron de liberacion de las moléculas de interés al disminuir el tiempo de
recoleccion de las fracciones hasta donde el método analitico lo permitiera, es
decir, hasta recolectar el volumen minimo de microdializado necesario para poder

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

electroferograma.

4.1 Procedimiento de derivatizacion.

Debido a que se requeria una alta sensibilidad, el mejor sistema de
deteccion a nuestro alcance era la deteccion por fluorescencia inducida por laser
(DFIL), la cual se basa en hacer reaccionar las moléculas de interés con un
compuesto fluorogénico adecuado para las condiciones instrumentales de analisis,
es decir, que el producto de la reaccion de derivatizacion! tenga una longitud de
onda maxima de excitacion (Amax €xc) acorde a la de excitacion del laser de

ionizacion de argon.

El compuesto fluorogénico elegido fue el FQ, (3-(2-furoil)quinolina-2-
carboxaldehido), Molecular Probes Invitrogen, E.U.A.) que reacciona en presencia
de cianuro con el grupo amino primario de las moléculas presentes en la muestra lo

que permite derivatizar al mismo tiempo catecolaminas y aminoacidos.

Los productos son moléculas hidrofébicas insolubles en agua y con
movilidades muy similares, por lo que fue necesario aplicar una modalidad de
electroforesis capilar conocida como cromatografia electrocinética micelar (MEKC,
por sus siglas en inglés, Micellar Electrokinetic Chromatography) que se basa tanto
en principios cromatograficos como electroforéticos y con la cual se pueden
separar conjuntamente compuestos idnicos y neutros en funcidon de sus
movilidades electroforéticas y su particion entre una fase movil y otra

semiestacionaria compuesta por micelas.

Existen en la literatura varias referencias en las cuales se emplea el FQ para
la deteccion de proteinas, péptidos y aminoacidos en diferentes tipos de muestras
(Asermely et al. 1997, Liu et al. 1990, Liu et al. 1991), sin embargo son escasas las
referencias que indican el uso del FQ para el analisis de aminoacidos y
catecolaminas simultaneamente en muestras de microdializado (Chen et al. 2001).

Por este motivo fue necesario buscar las condiciones 6ptimas de reaccion para

" La derivatizacion es una reaccion que modifica la estructura de los compuestos a analizar para hacerlos
susceptibles a cierto tipo de deteccion, en este caso DFIL.
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analizar pequenos volimenes de muestra sin diluir mucho su contenido de
neurotransmisores durante el tratamiento. El procedimiento de derivatizacion
consistio en lo siguiente: Alicuotas de 10 pL de FQ 10 mM (100 nmol) fueron
secadas al vacio (el reactivo se encontraba disuelto en metanol); se agregaron 2 UL
de KCN 25 mM, los 5 UL presentes en el tubo eppendorf de recoleccion (4 JL de
microdializadoy 1 UL de mezcla antioxidante) y 1 L de estandar interno (O-metil-L-
treonina 7.5 mM), la mezcla se hizo reaccionar en la obscuridad por 15 min a 65 °C
en un bano termostatizado, inmediatamente después se colocaron los tubos en

hielo para detener la reaccion.

4.2 Separacion y deteccion.

Como se mencion6 antes, se aplicé la modalidad de MEKC para separar los
compuestos derivatizados; ésta involucra la adicion de un surfactante en el
amortiguador de corrida para la formacion de micelas que constituyen la fase
semiestacionaria por la cual tienen afinidad los productos de la reaccion de
derivatizacion. La separacion se realizd en un equipo de electroforesis capilar

Beckman Coulter P/ACE MDQ Glycoprotein system.

El amortiguador de corrida empleado para la separacion de los
neurotransmisores de interés contenia boratos 35mM, duodecil sulfato de sodio
(SDS) 25 mM, B-ciclodextrinas 5 mM 10% de metanol grado HPLC, pH final 9.6. La
inyeccion fue hecha hidrodinamicamente aplicando 0.5 psi de presion durante 5 s
en el contenedor de la muestra para llenar una porcion del capilar (silica fundida,
75 um de diametro interno y 50 cm de largo) y la separacion se hizo aplicando una
corriente de 25 kV. Para la deteccion de los compuestos se empled DFIL con un

laser de ionizacion de argon con luz a 488 nm (Beckman Coulter).

4.3  Cuantificacion.

Al obtener las condiciones adecuadas de analisis para cuantificar glutamato
y norepinefrina en los microdializados se utilizd una curva patron de 6 puntos para
cada compuesto de interés. Tanto a los estandares como a las muestras se les

anadié un estandar interno (O-metil-L-treonina 7.5 mM), un aminoacido que no se
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encuentra naturalmente en la muestra y que sirve como referencia para corregir
variabilidad en la inyeccion de la muestra y en la reaccion de derivatizacion; el area
bajo la curva de los picos generados en el electroferograma fue interpolada para

obtener la concentracion correspondiente.

5. Protocolo conductual para de condicionamiento de aversion al sabor.
Cinco dias después de la implantacion de canulas guia los animales fueron
privados de agua por 24 hrs y durante los siguientes cinco dias se les permitio
beber agua durante 15 min en la manana y de nuevo 4.5 hrs después para realizar
la prueba a corto y largo plazo cuando se requiera. Este protocolo para evaluar la
MCP y la MLP en los mismos animales ha probado ser util, ya que la exposicion al
estimulo gustativo durante la evocacion de la MCP no interfiere con la respuesta de
aversion en la MLP (Ferreira et al. 2002). El volumen de agua ingerido fue
registrado y el promedio de dicho consumo se consider6 la linea basal. Para la
adquisicion del CAS las ratas fueron expuestas a una solucion de sacarina sodica al
0.1% durante 15 min y 15 min después de les administré una inyeccion i.p. de LiCl
0.4M (7.5 mL/kg). La MCP se evalu6 4.5 hrs después de la adquisicion al exponer
de nuevo a las ratas a la solucion de sacarina durante 15 min y la MLP se evalu6 a
las 72 hrs. Los datos son presentados como porcentaje de consumo durante la
adquisicion  (%ADQUISICION = mL de sacarina consumidos durante la prueba *

100/mL de sacarina consumidos durante la adquisicion).

6. Administracion intracerebral de farmacos

Todos los farmacos fueron disueltos en solucién salina (0.9%), la
administracion de realizd a través de agujas dentales que sobresalian 1.5 mm de
las canula guia. Las agujas se conectaron por medio de tuberia de polietileno dos
jeringas Hamilton de 10 ulL; un volumen total de 1 uL por hemisferio fue
administrado a una velocidad de 0.5 uL/min con una bomba de microinfusion
(Carnegie Medicine, Estocolmo, Suiza). Después de las microinfusiones, las agujas

se dejaron un minuto para permitir la difusion del farmaco en el tejido.
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7. Western blot

40 pg de proteina de homogenado de Cl fueron hervidas durante 5 minutos
en amortiguador Laemmli 1:1. Posteriormente se separaron en un gel de SDS-
poliacrilamida al 10%; la electroforesis se llevé a cabo a 100V durante dos horas en
un amortiguador compuesto por Tris 25mM, glicina 192mM y SDS 0.1%. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (BioRad) a 25 V por 45 min en
un amortiguador de transferencia con los mismos componentes que el de corrida
pero con 20% de metanol. Esta membrana se incubd una hora en amortiguador
TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 0.9%, Tween 20 0.1%, pH 7.5) con 5% de albumina sérica
bovina. Para detectar la subunidad NR1 del receptor NMDA, la membrana fue
incubada 12 horas a 4°C con un anticuerpo policlonal hecho en conejo (1:1000,
Millipore) anti-fosfo-NR1(Ser897) y con un anticuerpo monoclonal hecho en ratén
(1:1000, Millipore) anti-NR1. La membrana se lavd durante 7 minutos 4 veces en
TBS-T y se incubaron por una hora con un anticuerpo conjugado a peroxidasa de
rabano (anti-raton y anti-conejo hechos en cabra (Zymed), 1:20,000). La membana
volvio a lavarse con TBS-T. Después se incubd con sustrato quimioluminiscente
HRP (Immobilion Western, Millipore) y la sefal se expuso a una placa radiografica.
La inmunoreactividad se cuantifico densitométricamente con el software ImageJ
1.31

8. Histologia

Un dia después de finalizar el experimento de microdialisis los animales
fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sédico y perfundidos
transcardialmente con solucion salina isotonica para retirar la sangre del cerebro,
el cual fue retirado y colocado en una solucion de paraformaldehido al 4 %,
posteriormente se colocaron en una solucion de sacarosa al 2% y conservados a 4
°C hasta ser cortados en secciones coronales de 50 ym de grosor a través de las
areas circundantes a la insercion de la sonda. Por Gltimo los cortes fueron tenidos
con violeta de cresilo para observar con el microscopio si la localizacion de la

membrana era correcta.
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9. Anélisis estadistico.

Todos los datos se presentan como la media + error estandar. Para el
analisis estadistico se emple6 una ANOVA de dos vias con la prueba post-hoc de
Fisher o una t de Student no pareada, dependiendo del experimento; un valor de
p<0.05 se considero estadisticamente significativo. El analisis estadistico se llevo a

cabo utilizando el programa StatView version 4.5.
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VIIl. RESULTADOS

1. Caracterizacion de las sefiales relacionadas con el estimulo

gustativo y el visceral en la Cl.

ESTIMULO GUSTATIVO (EC)

Como estimulo gustativo nuevo se empled una solucion de sacarina sodica
al 0.1% (SAC, n=6), que constituye un sabor apetecible, por lo que la respuesta de
liberacion se comparé con la exposicion a un sabor naturalmente repulsivo como es
la quinina (clorhidrato de quinina 0.005%, QUIN n= 5). Como grupo control se
monitorearon los niveles extracelulares de los neurotransmisores de interés

durante la exposicion de agua (H20, n=5).

Para los aminoacidos monitoreados, glutamato y GABA, las concentraciones
basales promedio fueron 0.978 + 0.32 uM y 0.012 + 0.008 uM, respectivamente.
No se observan diferencias significativas entre el grupo control que bebid agua y los
grupos expuestos a los sabores nuevos (sacarina y quinina); es decir, la exposicion
a un estimulo gustativo no genera cambios significativos en la liberacion de GABA 'y
glutamato en Cl dentro de los 15 min de exposicion (fig. 5A, 5B). Sin embargo, se
observan cambios de liberacion en las catecolaminas (concentraciones basales
para dopamina 2 +- 0.7 nM y para norepinefrina 5 +- 0.3 nM). Se puede apreciar en
la grafica de liberacion de norepinefrina (NE) (Fig. 5C) que en las fracciones
correspondientes a los minutos 16 y 20 hay una diferencia significativa entre los
grupos durante la presentacion del sabor nuevo, que no se presenta en el grupo
H20 (p’s <0.05 vs fracciones basales). Respecto a la liberacion de dopamina (DA)
(Fig. 5D) existe una diferencia signficativa entre grupos (F7,93= 6.247, p<0.01) y
entre fracciones (F2,97= 8.686, p<0.01). Tanto en el grupo expuesto a la sacarina,
como a la quinina, existe un incremento significativo de DA (p’s <0.01 vs.
Fracciones basales) que no aparece en el grupo expuesto al agua; evidenciando asi
que en el procesamiento de un estimulo gustativo nuevo estan involucradas

senales noradrenérgicas y dopaminérgicas en Cl.
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ESTIMULO GUSTATIVO ESTIMULO VISCERAL
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Fig. 5. Un estimulo gustativo nuevo incrementa la liberacion de dopamina y norepinefrina
en la Cl; mientras que la induccion del malestar gastrico incrementa la liberacion de
glutamato y norepinefrina. Liberacion de GABA, glutamato, norepinefrina y dopamina en
corteza insular durante la exposicion al estimulo gustativo (Sacarina 0.1%, quinina 0.005%
0 agua, indicado por la barra negra, A-D) y al malestar gastrico (inducido con LiCl 0.4M i.p,
indicado con la flecha) o NaCl 0.4M que no induce tal malestar (E-H). Fracciones de 4ul;
las tres primeras constituyen la liberacion basal. Los datos se muestran como la media +
ES.* p<0.05 y **p<0.01 vs. la misma fraccion del grupo control y #p<0.05 vs. fracciones
basales.
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ESTIMULO VISCERAL (El)

La induccion del malestar gastrico se realiza mediante la inyeccion
intraperitoneal de LiCl 0.4M (n=7) (7.5 mL/kg), de manera que se evaluaron los
cambios extracelulares relacionados con este estimulo y como grupo control se
inyecitd una solucion de NaCl 0.4M (n=4). En el caso del glutamato hubo
diferencias significativas entre grupos (F155= 4.169, p<0.05) y entre fracciones
(F7s5= 3.130, p<0.01), ya que tras la inyeccion de LiCl 0.4 M se observa un
incremento de casi el 300% de la liberacion basal que no se presentd en el grupo
de NaCl 0.4 M (p< 0.05) (Fig, 5E). Esto sugiere que la respuesta glutamatérgica en
Cl es debida al inductor de malestar gastrico especificamente puesto que la
solucion de sodio, que no induce tal malestar, no produce un incremento a pesar
de ser hipertonica e irritante. En el caso de la NE, existen cambios significativos
entre las fracciones (F7e0= 14.741, p<0.01), pero no entre los grupos; como
podemos observar en la figura 5G, la liberacion de NE incrementa en ambos
grupos. Lo que indica que la respuesta noradrenérgica debida a la inyeccion de LiCl

no es especifica y puede deberse a otros factores que se discutiran mas adelante.

La intensidad del malestar gastrico varia con la concentracion de LiCl lo cual
repercute en la fuerza del CAS, de modo que se monitored la liberacion de los
neurotransmisores de interés administrando una solucién de LiCl de menor
concentracion para observar un efecto de dosis-respuesta en la liberacion de
glutamato y NE. Se inyectd una solucion de LiCl 0.15M i.p. (7.5 mL/kg) (n= 5), cuya
concentracion también produce CAS al parearlo con sacarina y NaCl 0.15M (7.5
mL/kg) (n=3) como grupo control, al cual se administra una solucién isoténica

inocua que no produce CAS al parearla con el consumo de sacarina.
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Fig. 6. La liberacion de glutamato y norepinefrina en la Cl depende de la dosis de LiCl.
Liberacion de glutamato (A,C) y norepinefrina (B,D) en corteza insular al inducir malestar
gastrico con LiCl 0.15 M, indicado con la flecha o NaCl 0.15 M. Fracciones de 4ulL/4min;
las tres primeras constituyen la liberacion basal. * p<0.05 comparado con la misma
fraccion del grupo control de NaCl y #p<0.05 vs fracciones basales. (E) Micrografia
representativa de la implantacion de canulas guia y la localizacion de las membranas de
microdialisis, los nimeros indican la coordenada AP respecto a bregma.

La administracion de LiCl 0.15 no provocd cambios significativos en la
liberacion de GABA ni de DA, sin embargo, como se observa en la figura 6, hay un
incremento significativo de glutamato, que no se presenta con la inyeccion de NaCl
(p<0.05), pero que es menor al dado por LiCl 0.4 M. De igual forma hay un
incremento de NE tanto con la inyeccion de LiCl como con la de NaCl que alcanza

concentraciones similares y no presenta diferencias significativas.
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Receptores que participan en la Cl durante la exposicion al EC y al El.

Durante la presentacion del estimulo gustativo nuevo se dan cambios en la
liberacion de DA y de NE en Cl, y la induccion del malestar gastrico provoca
cambios en los niveles de glutamato y de NE. ¢ Estas senales estan involucradas en

la formacion de la memoria gustativa de aversion?

Se sabe que la activacion de los receptores dopaminérgicos tipo D1 es
necesaria en diferentes tipos de aprendizaje (Beninger et al. 1989, Izquierdo et al.
1998b) incluyendo los asociativos. También hay evidencia de que los receptores [3-
adrenérgicos participan en aprendizajes asociativos especialmente con contenido
emocional como los aversivos (Cahill et al. 1994, Miranda & McGaugh 2004, van
Stegeren et al. 1998). Por otra parte se ha comprobado que la activaciéon de los
receptores tipo NMDA de glutamato es necesaria para la formacion del CAS
(Rosenblum et al. 1997, Ferreira et al. 2002) y para otros aprendizajes asociativos.
Estas evidencias, junto con los resultados de los experimentos de microdialisis se
tomaron como base para evaluar la participacion de las senales de liberacion

dentro de la Cl en la formacién de la memoria.

EXPERIMENTO 1

Para evaluar el efecto de DA y NE sobre el procesamiento del sabor (EC) se
inyectaron intracorticalmente los siguientes antagonistas 15 min antes de la
exposicion al estimulo gustativo durante el protocolo de condicionamiento de
aversion al sabor: Propranolol (antagonista de los receptores B adrenérgicos, 5
pg/ul (Miranda et al. 2003)), SCH23390 (antagonista de los receptores
dopaminérgicos tipo D1, 2 ug/uL (Runyan & Dash 2004). Para evaluar el efecto del
glutamato y la NE en la senalizacion del malestar gastrico, se administraron APV,
0.5 ug/uL (Ferreira et al. 2002) y Propranolol 5 pg/uL, antes de la induccion del
malestar gastrico; 72 hrs. después se realizé la prueba de memoria a largo plazo.

Los farmacos fueron de Sigma St. Louis MO disueltos en solucién salina.
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Fig. 7 La consolidacion del CAS se ve atenuada con el bloqueo de los receptores
dopaminérgicos D1 pre-adquisicion y el bloqueo de los NMDAr antes de la induccién del
malestar gastrico. (A) Efectos a largo plazo de la inyeccion intracortical de SCH23390,
bloqueador de los receptores D1 y propranolol, bloqueador de los receptores [3-
adrenérgicos, 15 min antes del protocolo de adquisicion. (B) Efectos a largo plazo de la
inyeccion intracortical de APV y propranolol inmediatamente antes de la administracion i.p.
de LiCl. Los resultados se expresan como % de consumo respecto a los mL consumidos
durante la adquisicion + ES. * p<0.05 vs. vehiculo.

No se encontraron diferencias significativas entre los consumos basales de
agua ni durante la adquisicion del condicionamiento. Sin embargo, se ven
diferencias entre el grupo al cual se le inyectd vehiculo el grupo al que se le
administr6 el antagonista de D1/D5; pero no hay diferencias en la MLP en el grupo
que recibi6 el propranolol (F2,20=4.687, p<0.05) (Fig. 7A). La administracion de este
B-bloqueador tampoco tuvo efecto sobre la memoria cuando se administré antes
del la induccion del malestar gastrico, en contraste, el bloqueo de los NMDAr en
este momento de la adquisicion afecté la memoria del CAS (Fz,12= 2.436, p<0.05)
(Fig. 7B).

Hasta este momento, empleando los bloqueadores de algunos receptores
de los sistemas de neurotransmision que estudiamos, se obtienen resultados
diferenciales, donde destacan dos resultados interesantes: el bloqueo de los
receptores B- adrenérgicos no tiene efectos sobre la memoria de aversion, lo cual

indica que la senal noradrenérgica descrita en la Cl podria no estar contribuyendo a
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la formacion de la memoria, sino estar relacionada a otros factores que se
discutiran mas adelante. El otro resultado se refiere al efecto negativo sobre el CAS
con el bloqueo de los receptores tipo D1, lo que da pie a la hipotesis de que la
senal dopaminérgica en Cl dada por el sabor nuevo es necesaria para la

adquisicion del CAS.

EXPERIMENTO 2

Para evaluar si los receptores D1 participan en la adquisicion o en la
consolidacion (o ambas fases) del CAS, se analizd el efecto del bloqueo de dichos
receptores en la memoria a corto y largo plazo. Si el bloqueo de los receptores D1
afecta la adquisicion de la memoria de aversion, al evaluar la memoria a corto
plazo los animales no recordaran que la sacarina les causdé malestar, de manera
que se inyectd6 SCH23390, el bloqueador de los receptores D1, 15 minutos antes
de la adquisicion del CAS y se midié el consumo de sacarina después de 4 horas
(MCP) y de nuevo a las 72 horas (MLP). Este protocolo ha demostrado ser valido
para medir MCP y MLP en los mismos animales, sin que la medicion a las 4 horas

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

La figura 8 muestra que no hay diferencias entre los grupos en el consumo
de sacarina a corto plazo, es decir todas las ratas recuerdan que ese sabor tiene
consecuencias negativas, por 1o que lo rechazan; mientras que a largo plazo se
puede ver que las ratas que recibieron SCH23390 no consolidaron este
aprendizaje (t=-2.467 p<0.05), es decir. También se puede ver en la figura 8 que
la inyeccion de este bloqueador inmediatamente después del consumo de sacarina
no tiene efecto a corto ni a largo plazo, lo que indica que la senal dopaminérgica
que se da especificamente por el consumo del sabor nuevo es necesaria para la

consolidacion.
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Fig. 8 La actividad de los receptores D1 es necesaria durante la exposicion al estimulo
gustativo nuevo. Efecto de la microinyeccion de SCH23390 en la corteza insular 15 min
antes de la adquisicion del CAS e inmediatamente después de la exposicion a la sacarina
en la memoria a corto (4 hrs.) y largo plazo (72 hrs.). EI consumo de sacarina es expresado
como porcentaje del consumo durante la adquisicion + ES. * p<0.05.

EXPERIMENTO 3

Dado que los receptores D1 en la Cl intervienen especificamente en la
consolidacion del CAS, uno de los posibles mecanismos a través de los cuales
podria dar lugar a cambios sinapticos mas estables para formar la memoria a largo
plazo, es la activacion de PKA. Esta enzima puede ejercer cambios en la plasticidad
sinaptica a través de su efecto sobre el factor de transcripcion CREB, inhibicion de
fosfatasas y cambios en la conductividad de canales idnicos (Dudman et al. 2003,
Jay 2003, Skeberdis et al. 2006). Se sabe que la inhibicion de la actividad de PKA
afecta la consolidacion de la memoria de varias tareas (Bernabeu et al. 19973,
Bernabeu et al. 1997b, Quevedo et al. 2004, Schafe et al. 1999), de manera que
en el caso del CAS podria participar en la estabilizacion de la memoria mediante su

actividad en la Cl.
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Para evaluar lo anterior, se administré un inhibidor especifico de PKA, Rp-
adenosina 3-,5- ciclica monofosfotioato trietilamina (Rp-cAMPS) 15 min antes de la
adquisicion del CAS y se realizd la prueba de memoria a corto y largo plazo. Como
se observa en la figura 9, la inhibicion de PKA en la ClI no afecta la adquisicion del
CAS, ya que no se ven efectos en la MCP; sin embargo, en la prueba de MLP la
aversion al sabor se ve atenuada y hay diferencias significativas contra el grupo al

cuales e le administro vehiculo (t=2.378, p<0.05).
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Fig. 9. La actividad de PKA en la Cl esta involucrado en la consolidacién del CAS. Efecto de
la inhibicion de PKA en la MCP y MLP del CAS. El consumo de sacarina es expresado como
porcentaje del consumo durante la adquisicion + ES. * p<0.05.
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2. Monitoreo de la liberacion de neurotransmisores en la Cl durante la

etapa post-adquisicion.

Los resultados de la seccion 2.y 3. fueron publicados en: Guzman-Ramos K,
Osorio-Gomez D, Moreno-Castilla P, Bermudez-Rattoni F. Off-line concomitant
release of dopamine and glutamate involvement in taste memory consolidation. J
Neurochem. 2010 Jul; 114(1):226-36, donde se encontraran debidamente

descritos.

Existen antecedentes que sugieren que la actividad post-adquisicion de las
estructuras que participaron en el procesamiento inicial de la informacion, podria
sustentar la estabilizacion del trazo de memoria a largo plazo. Para determinar si
existe actividad en la Cl después del entrenamiento del CAS que se pueda
relacionar con la adquisicion de este condicionamiento, se monitorearon los
siguientes grupos de animales por medio de microdialisis por alrededor de dos
horas, durante la exposicion a los estimulos de acuerdo al grupo correspondiente y
durante una hora extra: el grupo condicionado (SAC-LiCI n=10), fue expuesto
durante 15 min a 10 mL de una solucion de sacarina sédica al 0.1% seguida de
una inyeccion i.p. de LiCl (0.4 M, 7.5 mL/kg) después de 15 min. En el grupo no
condicionado (SAC-NaCl, n=7) las ratas se expusieron a la sacarina y recibieron
después una inyeccion i.p. de NaCl (0.4 M, 7.5 mL/kg) que no causa malestar
gastrico y no se desarrollara el condicionamiento. Otro grupo control fue expuesto a
agua en vez de sacarina y recibié una inyeccion i.p. de LiCl (H20-LiCl, n=5) y otro
grupo de animales recibié una inyeccion de NaCl después del consumo de agua
(H20-NaCl, n=6). Finalmente se monitore6 un grupo con condicionamiento
retrograde (LiCI-SAC, n=7), al cual se le indujo el malestar gastrico (LiCl 0.4 M, 7.5
ml/kg) y 15 min después se les presentd la solucion de sacarina, siendo este
protocolo un entrenamiento que no es efectivo para la formacion de la memoria del
CAS (Barker & Smith 1974). Tres dias después del entrenamiento, la memoria de
aversion fue evaluada mediante la re-exposicion a la sacarina y se midi6 el

consumo.
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Fig. 10 Los niveles extracelulares de dopamina y glutamato incrementan en la corteza
insular durante la etapa post-adquisicion del condicionamiento de aversion al sabor.
(A) Comparacion de la dopamina extracelular durante adquisicion del CAS y una hora post-
adquisicion en un grupo condicionado (SAC-LiCl, n=10) y un grupo no condicionado (SAC-
NaCl, n=7). (B) Comparacion del glutamato extracelular en los grupos SAC-LiCl y SAC-NaCl.
(C,D) Monitoreo de dopamina y glutamato extracelulares en los grupos control H20-LiCl
(n=5) y H20-NaCl (n=6). (E,F) Monitoreo de dopamina y glutamato durante un
condicionamiento retrogrado. Fracciones de 4ul; las tres primeras constituyen la
liberacion basal. Datos expresados como %de liberacion basal + ES. # p<0.05 vs.
Fracciones basales y * p<0.05 comparado con la misma fraccién del grupo control.
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Fig. 11 Los niveles extracelulares de norepinefrina y GABA en la corteza insular no
presentan cambios significativos durante la etapa post-adquisicion del condicionamiento
de aversion al sabor. (A) Comparacion de la norepinefrina extracelular durante adquisicion
del CAS y una hora post-adquisiciéon en un grupo condicionado (SAC-LiCl, n=10) y un grupo
no condicionado (SAC-NaCl, n=7). (B) Comparacion de GABA extracelular en los grupos SAC-
LiCl y SAC-NaCl. (C,D) Monitoreo de norepinefrina y GABA extracelulares en los grupos
control H20-LiCl (n=5) y H20-NaCl (n=6). (E,F) Monitoreo de norepinefrina y GABA durante
un condicionamiento retrogrado. Fracciones de 4ul; las tres primeras constituyen la
liberacion basal. Datos expresados como %de liberacion basal + ES. # p<0.05 vs.
fracciones basales y * p<0.05 comparado con la misma fraccion del grupo control.
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El monitoreo en la Cl revel6 que existe actividad post-adquisicion en la Cl
solo en el grupo que fue entrenado en al CAS; esta reactivacion se presenta por
medio de la liberacion de DA y glutamato con una temporalidad muy cercana y que

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

La figura 10 A y B muestran un incremento en la liberacion de dopamina y
glutamato en el grupo que fue condicionado y en la evaluacion a largo plazo
presenta aversion al sabor (figura 12); estas senales no se presenta en los demas
grupos control que no desarrollaron aversion (Fig. 10 C-H), indicando que el
pareamiento de estimulos durante el condicionamiento produce senales post-
adquisicion que podrian ser especificas de la formacion de un trazo de memoria
aversivo. Por otra parte, la figura 11 muestra que en el caso de la norepinefrina y
GABA no se presentan dichas senales de reactivacion en el grupo condicionado ni

en los grupos control.

200 *k
1 *k
180 A *%

160 -

*k
SAC-LiCl

SAC-NaCl
H20- LiCl
H20- NaCl
LiCI-SAC

140 A
120 ]
100 ]
80 -
60 1

40 A
20- -
o

Fig. 12 Evaluacion de la memoria 72 horas después de la exposicion a los estimulos en los
grupos monitoreados por microdialisis. Se muestra que sb6lo el grupo condicionado
presenta aversion al sabor. **p<0.01 vs SAC-LiCl.
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Participacion en la etapa postadquisicion de los receptores NMDA

y D1 en la consolidacion de la memoria del CAS.

Para determinar el significado funcional de los cambios extracelulares de DA
y glutamato en la Cl en la etapa post-adquisicion se bloquearon los NMDAr (APV, 10
pg/uL), los D1 (SCH23390, 2 pg/uL) o ambos simultaneamente 30 min después
del periodo de adquisicion (Fig 13).

- **
2 140 O ss n=13
< 120 A [0 sCH n=7 _L *x
g @ APV n=9
'6_( 100 1 [@ APV +SCH n=8 *I*
8 80 4 B RpcAMP n=7
o
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Fig. 13 La actividad de los receptores D1 potencia la actividad de los NMDAr en la CI
durante la post-adquisicion para la consolidacion del CAS. Efecto de la administracion
intracortical (triangulo verde) de APV, SCH, una mezcla de éstos y Rp-AMPc en la MCP y
MLP del CAS. El consumo de sacarina es expresado como porcentaje del consumo durante
la adquisicion +ES. * p<0.05 vs SS; & p <0.05 APV+SCH vs. APV.

Los resultados de este experimento nos indican que las senales post-
adquisicion intervienen en el proceso de consolidacion especificamente, ya que la
MCP no se ve afectada por estas manipulaciones farmacologicas. También se
muestra que la senal dopaminérgica en la etapa post-adquisicion, por si sola, no es
suficiente para desencadenar mecanismos que lleven a la consolidacion del CAS;
por el contrario, la actividad de los NMDAr tiene un papel mas importante en este
proceso, ya que su bloqueo tiene efectos significativos en la MLP.
Interesantemente, el bloqueo simultaneo de los receptores D1 y NMDA tiene un

efecto mayor en la atenuacion de la MLP del CAS, incluso rebasando el consumo de
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sacarina durante la adquisicion, de manera que estas ratas no muestran aversion
al sabor. Esto sugiere que la actividad de los D1 podria potenciar la actividad de

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

Papel de PKA en la sinergia NMDA-D1

Se ha reportado que existe una sinergia entre los receptores NMDA y D1, la
cual es dependiente de la actividad de PKA (Baldwin et al. 2002, Cepeda et al.
1998, Hallett et al. 2006, Wang & O'Donnell 2001, Tseng & O'Donnell 2004). PKA
es activado a través del incremento de AMPc ocasionado por la estimulacion de los
receptores D1; PKA fosforila la subunidad NR1 del receptor NMDA, incrementando

la conductividad del canal, favoreciendo la respuesta neuronal.

Para evaluar si la actividad post-adquisicion de PKA es necesaria para la
consolidacion del CAS, administramos Rp-AMPc (0.065 pg/uL, n=7) 30 min
después del periodo de la adquisicion (Fig 13). Este bloqueo afect6 la MLP pero no
la MCP, indicando que la activacion de PKA podria ser via a través de la cual se da

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

Dado que la inhibicion de la actividad de PKA en el tiempo en el que se
presenta la reactivacion neuroquimica afecto la consolidacion, buscamos averiguar
si efectivamente PKA fosforila la subunidad NR1 en este momento de la formacion
de la memoria. Ratas correspondientes a los mismos grupos monitoreados por
microdialisis fueron sacrificadas 42 minutos después de la adquisicion y se disectd
la region de la Cl que corresponde a la corteza gustativa y se homogenizé en
amortiguador de lisis (0.5 mM CaCl2, 1mM NaHCO3, 1mM NaF, 2mM ortovanadato
de sodio, 20 mM betaglicerofosfato, tableta de inhibidores de proteasas de Roche).
Se realizaron inmunoblots para detectar la subunidad NR1 fosforilada en Ser897,

residuo en el cual actia PKA, y se comparé con NR1 total.
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Fig. 14 Fosforilacion de la subunidad NR1 del receptor NMDA en homogenado de
Cl. Las muestras se obtuvieron 42 min después del pareamiento de los estimulos durante
la adquisicion del CAS. Los resultados se muestran como la media de la densidad 6ptica de
la banda correspondiente a la proteina fosforilada entre el total de la proteina + ES.

Los resultados indican una tendencia hacia el incremento en NR1p en el
grupo condicionado, sin embargo no es significativamente diferente de los grupos
control (Fig. 14). Posiblemente, PKA esta actuando también a través de la

fosforilacion de otros sustratos para tener los efectos conductuales antes descritos.
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3. Participacion de la amigdala en la reactivacion neuroquimica de

la Cl y la consolidacién del CAS.

Se ha propuesto que la modulacién que ejerce la amigdala contribuye a la
consolidacion de la memoria del CAS (Gallo et al. 1992, Roldan & Bures 1994,
Sakai & Yamamoto 1999). Esta modulacion puede ser a través de las proyecciones
glutamatérgicas hacia la Cl (Bermudez-Rattoni and McGaugh, 1991) vy el VTA
(Kaufling et al. 2009). Respecto a ésto, se ha demostrado que el bloqueo post-
adquisicion de los NMDAr dentro del VTA, afecta la MLP de la tarea de prevencion
pasival (Rossato et al. 2009). Como hemos mencionado antes, la amigdala tiene
conexiones reciprocas con la Cl y ha sido reportado que la estimulacion tetanica
de la ABL induce PLP en la Cl e incrementa la retencion de la memoria del CAS
(Escobar et al. 1998). Ademas, la administracion post-adquisicion de glutamato en
la ABL aumenta la fuerza del CAS, siendo este efecto dependiente de la actividad
de los NMDAr en la Cl (Ferreira et al. 2005). Teniendo en cuenta esta informacion,
evaluamos si el incremento post-adquisicion de DA y glutamato en la Cl dependian
de la activacion de la amigdala. Empleamos TTX (n=6, 10 ng/uL en PBS) para
bloquear temporalmente a la amigdala, mientras monitoreamos la respuesta de la
Cl. Como puede verse en la figura 15A, la inactivacion de la amigdala inhibi6 el
incremento de glutamato (fraccion 92 min, t=2.782, p<0.05) y dopamina (fraccion
88 min, t=3.562, p<0.01) que se replica en el grupo control que recibié una

infusion intra-amigdalar de amortiguador de fosfatos (PBS, n=5).

Estos resultados indican que la actividad de la amigdala esta involucrada en
la reactivacion neuroquimica dentro de la Cl. La figura 15B muestra la prueba a
largo plazo de estos grupos, donde se muestra que la amigdala es necesaria en la
etapa post-adquisicion para que la aversion al sabor sea consolidada (t=5.978,
p<0.01, PBS vs. TTX).

""En esta tarea los animales aprender a evadir una zona previamente asociada con choques en las patas.
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Fig. 15 La inactivacion reversible de la amigdala durante la etapa post-adquisicion
afecta los incrementos corticales de dopamina y glutamato, asi como la formacién del CAS
(A) Efectos de la infusion bilateral de tetrodotoxina (TTX) o PBS en la amigdala (triangulo)
en los niveles de glutamato y dopamina en la Cl. La grafica se expresa como la media de la
liberacion basal + ES. *p <0.05y **p <0.01 vs. grupo control. (B) Prueba de memoria a
largo plazo de los grupos microdializados. Los resultados se muestran como % de consumo
respecto al consumo durante la adquisicion + ES. ** p <0.01 vs. PBS.
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4. Monitoreo de la liberaciéon de neurotransmisores en la amigdala

durante la etapa post-adquisicion.

Después de comprobar que la actividad de la amigdala interviene en la
consolidacion del CAS, nuestro siguiente objetivo fue monitorear las cambios
extracelulares de glutamato, GABA, NE y DA en esta estructura durante la
adquisicion y post-adquisicion del CAS, lo que nos permitira evaluar también las
senales de neurotransmision asociadas a la presentacion de los estimulos
condicionado e incondicionado y los neurotransmisores que estan actuando en la

reactivacion de la amigdala.

Los siguientes grupos de animales fueron monitoreados por microdialisis en
libre movimiento por alrededor de dos horas Un grupo condicionado (SAC-LiCl n=6),
que fue expuesto durante 15 min a 10 mL de una solucion de sacarina 0.1% y 15
min después recibié una inyeccion i.p. de LiCl (0.4 M, 7.5 mL/kg). El grupo no
condicionado (SAC-NaCl, n=6), que fue expuesto a la solucion de sacarina y
después recibié una inyeccion i.p. de NaCl (0.4 M, 7.5 mL/kg) que no causa
aversion. Otro grupo control fue expuesto a agua en lugar de sacarina y recibio la
inyeccion de LiCl (H20-LiCl, n=6). Finalmente, se empleé también como control un
grupo con condicionamiento retrograde (LiCI-SAC, n=6) en el cual se presento el El
antes que el EC, lo cual hemos visto que resulta ineficiente para formar el CAS.
Tres dias después del entrenamiento, se evaludé la memoria reexponiendo a los

animales a la sacarina y midiendo su consumo.
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Fig. 16 Los niveles extracelulares de norepinefrina y glutamato incrementan en la
amigdala durante la etapa post-adquisicion del condicionamiento de aversion al sabor.

(A 'y D) Comparacion del glutamato y norepinefrina extracelular, respectivamente, en la
amigdala durante adquisicion del CAS y una hora post-adquisicibn en un grupo
condicionado (SAC-LIiCl, n=6) y un grupo no condicionado (SAC-NaCl, n=6). (B y D)
Monitoreo de glutamato y norepinefrina extracelulares en el grupo control H20-LiCl (n=6).
(C y F) Monitoreo de glutamato y norepinefrina durante un condicionamiento retrégrado.
Fracciones de 4ulL; las tres primeras constituyen la liberacion basal. Datos expresados
como % de liberacién basal + ES. # p<0.05 vs. Fracciones basales y * p<0.05 comparado
con la misma fraccion del grupo control.
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Fig. 17 Los niveles de dopamina y GABA en la amigdala no cambian
significativamente en la etapa postadquisicion. Monitoreo de la liberacion de GABA
y dopamina en la amigdala durante la adquisicion del CAS y una hora post-adquisicion. Fracciones
de 4ulL; las tres primeras constituyen la liberacion basal. Datos expresados como %de liberacion
basal + ES. # p<0.05 vs. fracciones basales y * p<0.05 comparado con la misma fraccion del
grupo control.(G) Micrografia representativa de la implantacién de canulas guia y la localizacion de
las membranas de microdiélisis, los nimeros indican la coordenada AP respecto a bregma.
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La concentracion basal de glutamato fue de 2 + 0.13 pM en los grupos
microdializados. Una ANOVA de dos vias indico que existen diferencias significativas
entre grupos (F3,397=5.604, p<0.01) y entre fracciones (F20,397=3.695, p<0.01). La
figura 16A muestra que no hay cambios en la liberacion de glutamato en la
amigdala después de la exposicion de sacarina en los grupos SAC-LiCl y SAC-NaCl.
Sin embargo, la administracion de LiCl 0.4 M indujo un incremento significativo de
glutamato (p<0.01 vs. Fracciones basales), mientras que la administracion de una
solucion equimolar de NaCl no indujo tal incremento (p=0.0402, SAC-LiCl vs. SAC-
NaCl en la fraccion 45 min). Interesantemente, un analisis post-hoc indic6é que en la
fraccion de los 85 min durante el monitoreo post-adquisicion existen diferencias
significativas entre estos dos grupos (p=0.0216). Se puede observar un claro
incremento de glutamato en el grupo condicionado, que no se presenta en los
demas grupos control (Fig. 16 B y C). Para descartar que esta sea una senal tardia
de la induccion del malestar gastrico, se compar6 esta respuesta con la producida
por el grupo H20-LiCl. Como vemos en la figura 16B, los niveles de glutamato no se
vieron afectados por el consumo de agua y la administracion del LiCl indujo un
incremento de casi 250% de la liberacion basal (p<0.01 vs. fracciones basales).
Sin embargo, no hay cambios post-adquisicion en este grupo. También evaluamos
un grupo que fue sujeto a condicionamiento retrogrado (Fig. 16C) En este grupo la
administracion de LiCl también indujo una liberacion significativa de glutamato
(p<0.01 vs. fracciones basales) y la exposicion a sacarina no tuvo efecto en los
niveles extracelulares de glutamato. Tampoco se observan incrementos post-
adquisicion, sugiriendo que solo el pareamiento de estimulos para la formacion del

CAS induce la reactivacion neuroquimica.

En el caso de la norepinefrina, la concentracion en las fracciones basales
fue en promedio de 5 +0.53 nM. El analisis estadistico reveldé diferencias
significativas entre grupos (Fz382=6.172, p<0.01) y entre fracciones
(F20,382=6.460, p<0.01). Durante el monitoreo del condicionamiento hubo
incrementos significativos de NE extracelular (p<0.001) relacionados con la
exposicion al sabor nuevo (Fig. 16D) que no se observan con la exposicion al agua
(Fig. 16E). En el caso de los grupos SAC-LiCl y SAC-NaCl, la administracion i.p. de
estas sales indujo un incremento transitorio de NE (p “s<0.01vs. linea basal, para

ambos grupos); sin embargo el subsecuente monitoreo reveld un incremento del
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210% exclusivamente en los animales entrenados 40 min tras la induccion del
malestar gastrico (fraccion 85 min, p<0.05). Este incremento fue significativamente
diferente del grupo SAC-NaCl (p<0.05), que no desarroll6 aversion. Por ultimo, en
el grupo con condicionamiento retrograde, se observan incremento significativos
tras la inyeccion de LiCl (p<0.01) y la presentacion de sacarina (p<0.05 vs.
Fracciones basales), pero no se aprecia actividad durante la post-adquisicion. Estos
resultados concuerdan con el hecho de que aquellos grupos que no adquirieron el

CAS, no muestran reactivacion neuroquimica.

Dado que analizamos catecolaminas y aminoacidos simultaneamente,
determinamos los cambios extracelulares de GABA y dopamina en la amigdala en
las mismas condiciones experimentales previamente descritas (Fig. 17). La
concentracion basal de GABA y DA fue de 0.15 uyM y 6.35 + 0.13 nM
respectivamente. Tanto los receptores GABAérgicos como dopaminérgicos en la
amigdala han sido relacionados con reacciones auténomas y conductuales al
miedo y la ansiedad, particularmente como respuesta a estimulos previamente
condicionados como aversivos (Perez de la Mora et al. 2010, Inglis & Moghaddam
1999, Stork et al. 2002). Esta podria ser la razén por la cual no se aprecian
cambios significativos en GABA durante la adquisicion (Fig. 17 A-C). Sin embargo, la
exposicion a la sacarina estuvo relacionada con un pequeno, pero significativo
incremento de DA en los grupos SAC-LiCl, SAC-NaCl y LiCI-SAC (Fig. 17D-F, p’'s<0.05
vs. linea basal), lo que podria implicar en parte la senalizacion de un sabor nuevo
potencialmente danino. Por otra parte, la estimulacion visceral con la inyeccion i.p.
de LiCl se relacion6 con un incremento de DA en los grupos H20-LiCl y LiCI-SAC
(p’s<0.05), pero en el grupo condicionado SAC-LICl, no indujo cambios apreciables,
a pesar de que el NaCl también indujo cierto incremento de DA (p<0.05 vs. Linea
basal). Se ha reportado que estimulos estresantes, como la manipulacion, induce
un incremento de DA en la amigdala (Inglis & Moghaddam 1999), de manera que
la administracion i.p. podria ser responsable de esta respuesta. Como puede
observarse, no hay incremento significativos de GABA o DA en el monitoreo
postadquisicion de ningun protocolo conductual, sugiriendo que ninguno de estos
neurotransmisores esta involucrado en la reactivacion de la amigdala que favorece

la consolidacion de CAS.
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Participacion en la etapa post-adquisicion de los receptores NMDA y -

adrenérgicos en la consolidacion de la memoria del CAS.

Los resultados de la seccion 3 indicaron que la actividad de la amigdala es
necesaria en la post-adquisicion para la consolidacion del CAS, en esta seccion
describimos que dicha reactivacion se da a través de senales noradrenérgicas y
glutamatérgicas. Junto con la actividad de los NMDAr, existe evidencia de que los
neuromoduladoras influyen en la regulacion del proceso de consolidacion en
periodos post-adquisicion; particularmente se ha visto involucrado el sistema
noradrenérgico ( McGaugh et al. 2002). Por ejemplo, la infusion intra-amigdalar de
antagonistas de los receptores B-adrenérgicos tras el entrenamiento de prevencion
pasiva, afectdo la consolidacion de la memoria y la administracidon concurrente de
NE atendan dicho efecto (Gallagher et al. 1977). Por otra parte, la infusion de un
agonista de los receptores [-adrenérgicos tras el entrenamiento de este
aprendizaje, mejora la consolidacion de la memoria (Ferry & McGaugh 1999, Ferry
et al. 1999).

De esta forma evaluamos el papel funcional de las senales glutamatérgicas
y noradrenérgicas durante la etapa de reactivacion neuroquimica mediante el
bloqueo de los NMDAr (APV, 10 ug/uL) o los B-adrenérgicos (propranolol, 5 ug/uL)
30 min después del periodo de adquisicion y evaluamos el efecto en la memoria a
corto y largo plazo. Una ANOVA simple mostré que no hay diferencias entre los
grupos en la prueba a corto plazo, indicando que la manipulacion farmacolégica no
afecto la adquisicion de la tarea (Fig 18); sin embargo, hay diferencias significativas
en la prueba a largo plazo (F 2,49 = 16.563, p < 0.01), Una prueba post-hoc reveld
que tanto el grupo APV como el PROP son consumieron significativamente mas
sacarina que el grupo SS en la prueba a largo plazo MLP (p<0.01), el cual
desarrolld una clara aversion. Cabe senalar que el consumo del grupo APV fue
significativamente mayor que el del grupo PROP (p<0.01), indicando que aunque la
actividad post-adquisicion de ambos tipos de receptores esta involucrado en la
consolidacion del CAS, el bloqueo de los NMDAr caus6é un mayor efecto, ya que los
animales de este grupo no presentan ninguna aversion, siendo casi del 100% de su

consumo durante la adquisicion.
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Fig. 18 La actividad de los receptores NMDA y B-adrenérgicos en la etapa post-adquisicion,
esta involucrada en la consolidacion del CAS. Efecto de la administracion intra-amigdalar
(triangulo naranja) de solucion salina (SS), APV o propranolol en la MCP y MLP del CAS. El
consumo de sacarina es expresado como porcentaje del consumo durante la adquisicion +
ES. ** p<0.01 vs. SS; & p <0.01 PROP vs. APV.

58



5. Induccion del CAS en ausencia de LiCl:

Importancia de los receptores NMDA en la formacion de la memoria.

Las evidencias que hemos presentado sugieren que los NMDAr poseen un
papel fundamental en varias etapas de la formacion de la memoria del CAS. Su
actividad es necesaria para la senalizacion del malestar gastrico durante la etapa
de adquisicion y después, durante la reactivacion neuroquimica, tanto en Cl como
en amigdala. En esta Gltima, los receptores B-adrenérgicos estan involucrados en la
formacion del CAS durante la induccion del malestar (Miranda et al. 2003) y en la
etapa post-adquisicion. El objetivo de los experimentos de esta seccion fue evaluar
el efecto de la estimulacion exégena de estos receptores en los momentos de en

los que se presentan los incrementos de glutamato y NE durante el monitoreo.

El esquema de administracion intracerebral consistio realizar una inyeccion
15 min después de la exposicion a sacarina y otra inyeccion 30 min después,
evaluando la MLP 72 horas después. Los grupos empleados en el caso de la Cl
fueron los siguientes: SS-SS (n=9) doble administracion de solucion salina;
NMDA-SS (n=6), SS-NMDA (n=9); la dosis empleada fue de 0.1 pg/uL en solucion
salina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; (Koh et al. 2003) y NMDA-NMDA (n=8).
Estos grupos fueron comparados con un grupo expuesto a sacarina sodica 0.1%
durante 15 min y 15 min después se le administrd LiCl 0.15M i.p. (75 mL/kg; CAS,
n=10) (Fig. 19 A).

En el caso de la amigdala, se emplearon agonistas de los receptores NMDA
y B-adrenérgicos, administrados en el esquema de doble inyeccion en los siguientes
grupos: SS-SS (n=5); ISO-ISO (n=5) recibieron doble inyeccion de isoproterenol (30
ug/uL , Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA (Zhang et al. 2001)); NMDA-NMDA (n=9),
recibieron doble inyeccion de NMDA; otro grupo recibid6 una mezcla de los
agonistas, ISO+NMDA-ISO+NMDA (n=6) y dos grupos controles que recibieron solo
una inyeccion de la mezcla, SS-ISO+NMDA (n=5) y ISO+NMDA-SS (n=5). El consumo
a largo plazo de estos grupos se compar6 con el de un grupo que adquirié el CAS
(n=8).

59



CORTEZA INSULAR

- *
180 ] %
o *
8 160 1 T r
S 140 A #
= |
O 120 - &
3 1 T
w100 A
a |
L 80 - &
[vd |
o 4 8 R N ) Y (N N S
% 60 7
n 40 A
b4 |
8 204
2 |
0
CAS SS-SS  NMDA-NMDA SS-NMDA NMDA-SS
(10) @) © ©) (6)
B.
AMIGDALA
160 -
] *k
© 140 A
2 [
< 120 A *x *T*
< E & T
© 100 A *
o I
o ] &
o 80
L 4 & T &
o
o 604 L+t | |1 __| ‘=1 S S |5
= 4
?
% 40
3 J
2 20
0
CAsS SSSS  ISO-ISO  NMDA-NMDA 'Iggmmgﬁ- |SO§I§I;/|DA |so+gjsMDA-
®) ®) ®) () (6) (5) 6)
C. SAC 0,196 L5’ 30’ A 72hrs SAClg-'l%
15'
A MLP

Fig. 19 La estimulacion exégena de los NMDAr en la amigdala induce CAS. Efecto
de la doble inyeccion de NMDA en amigdala y Cl en ausencia de la administracion de LiCl.
(A) Prueba a largo plazo de los grupos control (SS-SS, solucion salina; SS-NMDA, NMDA-SS)
y el grupo al cual se le administro6 NMDA en dos ocasiones en la Cl (NMDA-NMDA); todos
comparados con un grupo que recibié CAS. (B) Prueba a largo plazo de los grupos control
(SS-SS; SS-ISO+NMDA, ISO+NMDA-SS) y los grupos a los cuales se les administré NMDA y
NMDA+ISO en dos ocasiones en la amigdala. (C) Esquema de administracion de farmacos.
El consumo de sacarina es expresado como porcentaje del consumo durante la adquisicion
+ES *p<0.05 vs. CAS, " "p<0.01 vs. CAS, &p<0.05 vs. grupo SS.

La figura 19A muestra que la activacion de los NMDAr en la Cl durante los
momentos criticos que logramos identificar mediante el monitoreo con microdialisis

no genera aversion al sabor, sin embargo, el consumo en la prueba a largo plazo
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del grupo con doble inyeccion de NMDA se encuentra alrededor del 100% del
consumo durante la adquisicion y es significativamente diferente de los grupos
control (F4,36=12.594, p’s<0.01 NMDA-NMDA vs. grupos control), indicando que
este sabor tampoco fue consolidado como seguro de consumir. En cambio, el
efecto de la doble inyeccion de NMDA en amigdala indica la generacion de una
aversion similar a la producida por un CAS débil que se consigue con un ECy un El
de baja intensidad. Por otra parte, la estimulacion exégena de los receptores 3 en
el mismo esquema de inyeccion doble no alcanza a ser suficiente para inducir la
aversion antes descrita, sin embargo genera cierta aversion, ya que las ratas de
este grupo disminuyeron su consumo, el cual es significativamente diferente del
consumo del grupo con inyecciones de salina (SS-SS, n=5), que incrementa en la
prueba a largo plazo (p<0.01) (Fig. 19B). También evaluamos el efecto de la
administracion simultanea de estos agonistas, ya que en la amigdala hay una
liberacion concomitante de glutamato y NE durante el El y en la post-adquisicion.
Este grupo (ISO+NMDA-ISO+NMDA, n=6) presenta una aversion de una magnitud
similar al grupo CAS (n=8), que fue expuesto a EC y El de baja intensidad, de
manera que no es significativamente diferente del grupo que recibio NMDA-NMDA,
pero muestra una mayor aversion que el grupo ISO-ISO (p<0.05). Como grupos
control, realizamos inyecciones de la mezcla de agonistas solo una vez y en la otra
inyeccion administramos solucion salina (ISO+NMDA-SS, n=5; SS-ISO+NMDA, n=5).
Con estos grupos mostramos que para inducir aversion al sabor, es necesaria la
actividad de los NMDAr vy los receptores B-adrenérgicos en los dos momentos que
identificamos en el monitoreo de la amigdala durante el condicionamiento y en la

etapa post-adquisicion.
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IX. DISCUSION

Durante la adquisicion y consolidacion de una experiencia, varios
mecanismos celulares necesitan ser activados por senales neuroquimicas. Sin
embargo, no todos los cambios moleculares se relacionan con la formacion del
trazo de memoria. En el desarrollo de esta tesis nos hemos aproximado a entender
la contribucion de algunos sistemas de neurotransmision en la etapa de

adquisicion y post-adquisicion de la memoria del CAS.

Sefales relacionadas con el estimulo gustativo nuevo: CI

Varios estudios han demostrado que existe actividad en la Cl durante el
procesamiento del estimulo gustativo; por ejemplo, la exposicidon a un sabor nuevo
produce cambios eléctricos y moleculares tales como incremento en el disparo de
neuronas (Hanamori et al. 1998, Katz et al. 2001, Ogawa et al. 1992); expresion de
GEls, como c-fos (Bernstein & Koh 2007) e incremento en la liberacion de
acetilcolina (Miranda et al. 2000, Shimura et al. 1995). En el presente trabajo
reportamos también cambios en la liberacion de neurotransmisores,
particularmente DA y NE, que no se presentan al exponer al animal a un sabor
familiar, como es el agua. En el caso de la actividad noradrenérgica en la Cl, parece
no participar en la formacion del CAS, ya que el bloqueo de los receptores B-
adrenérgicos antes de la presentacion de un estimulo gustativo nuevo, no afecta
este tipo de aprendizaje; de manera que el incremento puede obedecer a que el
sistema noradrenérgico central participa en mecanismos de atenciéon (Robbins
1995, Robbins 1997), como aquellos involucrados en la exposicion a estimulos
nuevos, ademas esta comprobado que las neuronas del LC se activan como
respuesta a la novedad de estimulos gustativos (Cole et al. 1988); recordemos que
el LC tiene proyecciones directas a la Cl (Saper 1982), y por lo tanto la activacion
de este ndcleo noradrenérgico provocaria un aumento de norepinefrina en sus
estructuras eferentes (Pudovkina et al. 2001, McQuade et al. 1999). Por otro lado,
se ha dicho que la actividad noradrenérgica esta implicada en ansiedad y estrés
(Rossetti et al. 1990, Morilak et al. 2005) y que estos estados acompanan a

situaciones en los que hay ambientes desconocidos (Robbins 1995). Es posible
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entonces que la respuesta noradrenérgica observada se deba a las implicaciones
que tiene el hecho de consumir un alimento nuevo, es decir, el consumir poco del
mismo porque no se saben las consecuencias postingestionales, 1o que refleja una
respuesta neofdbica (miedo a lo nuevo) que depende de la intensidad o del sabor o
del tipo de sabor. Presumiblemente la actividad noradrenérgica en Cl formaria
parte del mecanismo que permite enfocar la atencion en eventos relevantes o en

situaciones amenazantes como las que suponen ingerir un alimento desconocido.

Si bien, hay evidencias que muestran la participacion directa de la
norepinefrina en los mecanismos de la neofobia, los resultados respecto a su papel
modulatorio suelen ser contradictorios y dependen de las condiciones
experimentales bajo las que se llevd a cabo el estudio (Steketee et al. 1992)
ademas de que no se cuenta con informacion a este respecto en la Cl. De tal
manera que el presente trabajo aporta nueva informacion con la ventaja que
ofrece el monitoreo de la liberacion por medio de microdialisis en libre movimiento
donde el animal esta en completa posesion de sus funciones, pero en condiciones
controladas que permiten asegurarnos de que el Unico estimulo nuevo sea el

gustativo.

La respuesta dopaminérgica en Cl es muy clara e incrementa cuando se
presenta un estimulo gustativo nuevo; algunas evidencias muestran resultados
similares en otras estructuras que reciben aferencias dopaminérgicas como nucleo
accumbens (Bassareo & Di Chiara 1997, Feenstra et al. 2000) y corteza prefronal
(Bassareo & Di Chiara 1997, De Leonibus et al. 2006, Rossetti & Carboni 2005,
Feenstra et al. 2000) durante la exposicion a estimulos nuevos. Se ha planteado
gue las respuestas dopaminérgicas se dan no sélo por la calidad recompensante
de los estimulos sino por la importancia conductual que éstos tengan (Ljungberg et
al. 1992, Ungless 2004); los estimulos gustativos nuevos son importantes para
los animales ya que pueden derivar en consecuencias adversas (nauseas, malestar

gastrico, muerte).
Respecto a la cinética de la liberacion de glutamato tras la exposicion al

estimulo gustativo, mostramos que no hay cambios significativos en la Cl respecto

a este neurotransmisor. Esto concuerda con evidencias previas donde se
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monitorearon los niveles de glutamato en esta misma estructura durante la

exposicion a un estimulo gustativo nuevo (Miranda et al. 2002).

Al no haber encontrado variaciones en este neurotransmisor, podria
pensarse que no hay un incremento de la actividad glutamatérgica relacionada con
la presentacion de un estimulo gustativo nuevo. Una evidencia que apoyaria esto
altimo es la proporcionada por Giovaninni y colaboradores (Giovannini et al. 2001),
donde no se observan modificaciones en la liberacion de glutamato en la corteza
prefrontal de ratas al colocarlas en un contexto espacial nuevo, ni cuando este
contexto ya es familiar. Existe muy poca informacion acerca de los cambios
extracelulares de glutamato y GABA durante la presentacion de estimulos nuevos,
el trabajo de Govannini también muestra que no hay cambios GABAérgicos en la
corteza prefrontal relacionados con la novedad de estimulos como vimos que

sucede en la Cl.

Sefales relacionadas con el estimulo gustativo nuevo: amigdala

Varios estudios han reportado un incremento en la actividad de la amigdala
en relacion con la exposicion al estimulo gustativo nuevo. Por ejemplo, durante la
ingestion de varias soluciones con diferente sabor, se localizaron varias neuronas
que respondian a estos estimulos en la ACe (Nishijo et al. 2000, Nishijo et al.
1998), y en la ABL (Fontanini et al. 2009). Ademas se ha encontrado expresion de
c-fos principalmente en la ACe tras la exposicion a un estimulo gustativo nuevo que
no se observa cuando se vuelve un sabor familiar (Koh et al. 2003, Yamamoto et
al. 1997). En terminos de liberacion de neurotransmisores, se ha reportado que no
existen cambios extracelulares de glutamato en la ABL cuando las ratas son
expuestas a un sabor nuevo (Miranda et al. 2002), lo cual concuerda con los
resultados presentados en este trabajo. De esta forma la actividad de la amigdala
gue ha sido asociada con la estimulacion gustativa (Yamamoto et al. 1997) puede
deberse a la actividad noradrenérgica que se observa cuando se presenta la
soluciéon de sacarina. Respecto a ésto, se ha reportado un incremento en la
actividad neuronal del LC y liberacion de NE en la amigdala relacionada con la
exposicion a estimulos nuevos, como la exploraciéon de un ambiente desconocido

(Scullion et al. 2009) y estimulos gustativos (Cole et al. 1988). Dado que la
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principal proyeccion noradrenérgica hacia la amigdala proviene del LC, es probable
que el incremento de NE observado durante nuestro monitoreo pueda ser un reflejo
de la actividad del LC. Apoyando la idea de que la liberacion de NE se relaciona con
la novedad de los estimulos, se ha demostrado que la inyeccion intra-amigdalar de
NE antes de la exposicion a diferentes sabores, incrementa la preferencia por
sabores familiares sobre los nuevos (Borsini & Rolls 1984). Por el contrario, el
bloqueo de los receptores B-adrenérgicos en la ABL reduce la neofobia (miedo a lo
s estimulos nuevos) en ratas privadas de alimento, haciéndolas mas propensas a
elegir alimentos nuevos sobre el alimento que recibian regularmente (Roozendaal &
Cools 1994).

Sefales relacionadas con el estimulo visceral

Los resultados de liberacibn muestran una respuesta glutamatérgica
especifica a la induccion del malestar gastrico dado que en las ratas a las cuales se
les inyectdé una solucion equimolar de NaCl (0.4 M), que conductualmente no
produce CAS como el LiCl a la misma concentracion, no se observd una variacion
significativa en la liberacion de glutamato. En un estudio previo se emple6é una
solucién isoténica de NaCl (Miranda et al. 2002) y la condicion de NaCl 0.4 M no se
habia explorado antes para evaluar la respuesta glutamatérgica en Cl y amigdala,
de manera que con este grupo control pudimos discernir claramente la respuesta
provocada por una sustancia que produce nauseas y dolor gastrico de una que no
lo hace y que esta respuesta esta relacionada con la intensidad del malestar
gastrico. Ademas, parece ser que en ambas estructuras la senal grlutamatérgica

relacionada con el El actla a través de los NMDAr.

Segun los resultados de liberacion de norepinefrina con el estimulo visceral,
la cantidad del neurotransmisor increment6 alrededor al realizar la inyeccion de
LiCl 0.4 M, pero también aumentd practicamente en la misma medida cuando se le
inyectd la solucion de NaCl equimolar (0.4 M), lo cual reveld que la senal
noradrenérgica en dada por el malestar gastrico no es especifica del estimulo
incondicionado como en el caso del glutamato y dirige nuestra atencion hacia las
caracteristicas que comparte la aplicacion de las inyecciones. Una de ellas es la

introduccion de un volumen de solucion hipertonica en la cavidad peritoneal, ya sea
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de sodio o de litio, que irrita principalmente el peritoneo parietal que es muy
sensible y recubre las paredes del abdomen, y que esta inervado por nervios
aferentes somaticos y viscerales. La lesion o inflamacion local del peritoneo parietal
origina un espasmo muscular reflejo (Schwartz 1995) que indica una respuesta
nociceptiva caracterizada en el animal por la presencia de contracciones
abdominales que consisten en astriccion de los musculos laterales asociada a
movimientos de los miembros posteriores o estiramiento de todo el cuerpo, (Feng
et al. 2003). El dolor generado que llega a través del nervio vago envia la
informacion al NTS que proyecta directamente al LC (Hassert et al. 2004), que
como se menciond es un importante nucleo noradrenérgico hacia la Cl y la
amigdala (Pitkanen 2000, Saper 1982). El gran incremento de norepinefrina como
respuesta a la inyeccion de ambos tipos de solucion probablemente se debe a que
las neuronas del LC estan especialmente activas durante estados de ansiedad,
incluyendo la exposicion a estimulos y ambientes estresantes o dolorosos (Robbins
1995), de manera que es posible que, siendo la Cl una corteza visceral que integra
este tipo de informacion, deba recibir una senal noradrenérgica que indique la

llegada de un dolor relevante como el provocado al peritoneo parietal.

Existe evidencia que sugiere que en la amigdala, a diferencia de Cl, la senal
noradrenérgica dada por el estimulo visceral tiene relevancia funcional en la
formacion de la memoria, ya que el bloqueo de los receptores B-adrenérgicos en la
ABL inmediatamente antes de la induccion del malestar gastrico, afecta la
formacion del CAS (Miranda et al. 2003).

Papel de la actividad post-adquisicion en la consol idacion de la memoria.

Se piensa que los cambios en la plasticidad sinaptica inducen los
mecanismos de consolidacion (Martin et al. 2000). Estos cambios plasticos
podrian involucrar actividad neuronal “off-line”1 que permita el mantenimiento de la
informacion hasta que se establezca el trazo de memoria. Algunos ejemplos
incluyen olas de sintesis de proteinas asociadas con el aprendizaje previo
(Bekinschtein et al. 2007, Montag-Sallaz & Montag 2003, Ramirez-Amaya et al.

2005), y evidencia electrofisiolégica que muestra la reactivacion post-adquisicion

! Respuestas neuronales en ausencia de estimulacion sensorial.

66



de los patrones de actividad vistos durante el entrenamiento (Eschenko et al.
2008, Gerrard et al. 2001, Lansink et al. 2008, Pennartz et al. 2004, Ribeiro et al.
2007). Cuando monitoreamos la liberacion de neurotransmisores por alrededor de
una hora después de la adquisicion, encontramos un incremento de glutamato y
dopamina alrededor de 44-48 min tras la asociacion de los estimulos en la Cl y de
glutamato y norepinefrina en la amigdala alrededor de 40 min después de la
asociacion. Estos incrementos fueron especificos para el grupo que adquirio el
CAS, ya que no se observa en ninguno de los grupos control que no desarrollaron
aversion al sabor y aparentemente no se relaciona con respuestas tardias por el
consumo de sacarina o la inyeccion de LiCl. Estos resultados van de acuerdo con la
nocion de que tiempo después de que ha terminado la estimulacion sensorial, se
presenta una reactivacion neuronal en las estructuras que participaron en la
adquisicion como mecanismo de almacenamiento o estabilizacion de la memoria
(Lansink et al. 2008, Moser et al. 2005).

Actividad postadquisicion en Cl: Sinergia D1-NMDA.

En el presente trabajo encontramos que las senales de liberacion post-
adquisicion en la Cl parecen estar involucradas en la consolidacion de la memoria
del CAS; y que dichas senales actian a través de los NMDAr, probablemente
potenciados por la actividad de los receptores D1 a través de PKA. Existen
evidencias que indican que los receptores D1 pueden modificar la fuerza de la
transmision sinaptica incrementando la excitabilidad de las neuronas (Cepeda et al.
1998, Hallett et al. 2006, Jay 2003, Tseng & O'Donnell 2003, Tseng & O'Donnell
2004, Wang & O'Donnell 2001). Los receptores D1 potencian la conductancia de
los NMDA a través de la fosforilacion de la subunidad NR1 por accion de PKA
(Tingley et al. 1997). Se ha reportado también que la respuesta neuronal mediada
por NMDA es potenciada por un agonista de los D1, el SKF38393, provocando un
incremento en el nimero y frecuencia de los disparos neuronales comparado con
la aplicacion de NMDA solo (Tseng & O'Donnell 2003). En contraste, la aplicacion
del agonista de los receptores D2, quinpirol, disminuye la frecuencia de los
disparos (Gurden et al. 2000, Tseng & O'Donnell 2004). Se ha demostrado que otro
mecanismo a través del cual la activacion de los receptores D1 potencia la funcion

de los NMDA es promoviendo su insercion en la superficie membranal (Hallett et al.
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2006) induciendo formas de plasticidad sinaptica como la PLP a través de la via
AMPc/PKA/CREB (Jay 2003). De esta forma, la actividad de los receptores D1 en la
etapa post-adquisicion podria modular la actividad glutamatérgica concomitante a
través de su efecto sobre los NMDAr, incrementando la excitabilidad neuronal y en
consecuencia proveyendo la plasticidad adecuada para mantener la reactivacion

neuronal en la Cl para la formacion de la MLP.

Se ha sugerido que la consolidacion depende de la interaccion de varias
estructuras cerebrales en la estabilizacion de un trazo de memoria. En el caso del
CAS, la interaccion funcional de la amigdala y la Cl ha favorecido la retencion de
esta tarea, haciendo su extincion mas lenta (Escobar & Bermudez-Rattoni 2000).
Nosotros planteamos que entre los mecanismos que intervienen en la
consolidacion del CAS esta la reactivacion neuroquimica de estas dos estructuras
en etapas post-adquisicion. De acuerdo a nuestros resultados la actividad post-
adquisicion en la amigdala es necesaria para la consolidacion del CAS y para la
reactivacion en la Cl dado que la inactivacion temporal de la amigdala evité que

incrementara el glutamato y la dopamina en la Cl.

¢Como se produce la reactivacion off-line en amigdala y CI?

Se sabe que las tareas cuyo aprendizaje tiene contenido emocional, como
el CAS, involucran la actividad de la amigdala modulando la fuerza de la memoria 'y
la consolidacion de la misma (McGaugh 2004), no solo durante el periodo de
adquisicion mientras se procesan los estimulos ambientales, sino también a través
de oscilaciones post-adquisicion que promueven la plasticidad sinaptica en
estructuras que interactian con la amigdala, como en este caso, la Cl (Pare et al.
2002). En el monitoreo post-adquisicion de la actividad espontanea de neuronas en
la amigdala se observa un incremento gradual después del entrenamiento de un
condicionamiento aversivo (tono pareado con choque en las patas) teniendo un
maximo entre los 30 y 50 min post-choque (Pelletier et al. 2005). Ademas registros
neuronales en animales en libre movimiento han revelado que durante
experiencias con contenido emocional o de relevancia particular, la tasa de
disparos de las células de la ABL incrementa y se sincronizan a través de una

modulaciéon a la frecuencia theta (4-7 Hz) (Pelletier & Pare 2004). Dado que la
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actividad theta domina durante la etapa de aprendizaje (Pare & Collins 2000,
Seidenbecher et al. 2003) la consecuencia principal de las oscilaciones es provocar
ventanas temporales recurrentes que faciliten las interacciones sinapticas entre las
estructuras en sincronia. De esta forma los disparos neuronales en la frecuencia
theta favorecerian la despolarizacion de estructuras a las cuales envia
proyecciones generando la reactivacion neuroquimica y promoviendo la plasticidad

sinaptica.

Actividad post-adquisicion en amigdala: Papel de los receptores NMDA y [3-

adrenérgicos.

De acuerdo con nuestros resultados, la reactivacion de la amigdala
involucra a los sistemas noradrenérgico y glutamatérgico que participan en el
proceso de consolidacion. Por una parte, existen reportes de una mejoria en el
desempeno de la prevencion pasiva producida por la administracion post-
adquisicion de agonistas o agonistas parciales de los NMDAr en esta estructura
(Jafari-Sabet 2006), mientras que el bloqueo de los NMDAr causa un déficit en la
retencion de esta tarea (Liang et al. 1994). La actividad de los NMDAr induce la
expresion de IEGs y sintesis de proteinas de novo (Rao & Finkbeiner 2007, Bradley
et al. 2006), lo cual influye en la plasticidad sinaptica y la MLP. Una vez que el
receptor es activado por la coincidencia de la liberacion presinaptica y la
despolarizacion post-sinaptica que elimina el blogqueo del canal por Mg2+, hay una
entrada masiva de Ca2* que activa a la proteina Ca2*/calmodulina, la cual
incrementa el AMPc activando la via AMPC/PKA/CREB (Eliot et al. 1989), ademas
activa a la proteina cinasa |l dependiente de Ca2*/calmodulina (CaMKIl), la cual
fosforila y activa varios factores de transcripcion dependientes de actividad,
incluyendo CREB (Greer & Greenberg 2008).

CREB junto con su coactivador proteina de union a CREB (CBP) regulan la
expresion de una variedad de genes relacionados con la plasticidad que poseen
elementos de respuesta CRE en su region promotora (Hagiwara et al. 1996); entre
estos genes se encuentran IEGs, que actian como factores de transcripcion
regulando la expresion de genes efectores. Finalmente, los productos de dichos

genes efectores componen los elementos estructurales necesarios para el
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crecimiento y/o estabilizacion de las sinapsis que sustentan la formacion de la
memoria (Bailey et al. 1996, Benito & Barco 2010).

Los efectos de la NE en la amigdala se han descrito ampliamente; infusiones
post-adquisicion de NE o clenbuterol (agonista de receptores [B-adrenérgicos)
mejoran la consolidacion de la prevencion pasiva y condicionamiento al miedo
dependiente de contexto (Ferry & McGaugh 1999, Introini-Collison et al. 1996,
Introini-Collison et al. 1991, Izquierdo et al. 1992, LaLumiere et al. 2003, Lalumiere
& McGaugh 2005), asi como la consolidacion de un aprendizaje espacial (laberinto
acuatico de Morris) (Hatfield & McGaugh 1999) y la consolidacion de la memoria de
reconocimiento de objetos (Roozendaal et al. 2008). En contraste, las infusiones
post-adquisicion de propranolol afectan la memoria a largo plazo de una variedad
de tareas (Liang et al. 1986, Roozendaal et al. 2008). Se ha propuesto que los
efectos de la NE sobre la consolidacion de la memoria involucran la estimulacion
de la via AMPc/PKA/CREB (Ferry et al. 1999), ya que los receptores B-adrenérgicos
incrementan AMPc, activando PKA. Como hemos visto, esta via esta relacionada
con el proceso de consolidacion a través de la fosforilacion de algunas proteinas
blanco (Bernabeu et al. 1997a, Quevedo et al. 2004, Schafe et al. 1999, Shobe
2002, Wang et al. 2006) entre estas proteinas se encuentra CREB, que esta
involucrado en la expresion de genes y sintesis de proteinas (Bozon et al. 2003,
Josselyn et al. 2004, Silva et al. 1998).

Toda esta informacion sugiere que durante el periodo post-adquisicion los
NMDAr y B-adrenérgicos actlan en paralelo para la formacion de la MLP Sin
embargo, también se ha reportado que los receptores B-adrenérgicos facilitan la
transmisién sinaptica excitatoria en células piramidales de la amigdala, de tal
forma que podria darse una actividad sinérgica. Por ejemplo, la administracion de
de un agonista B-adrenérgico, como el isoproterenol, incrementa las corrientes
postsinapticas excitatorias (EPSC) mediadas por NMDA; este incremento fue
bloqueado con la aplicacion de Rp-CAMPS, que inhibe PKA (Gean et al. 1992,
Huang & Gean 1995, Huang et al. 1998, Huang et al. 1993). De esta forma, las
senales noradrenérgica y glutamatérgicas concomitantes en la amigdala estarian

actuando a través de los receptores NMDA y B-adrenérgicos promoviendo, por vias
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separadas o sinérgicas, el flujo de eventos bioquimicos que estan involucrados en

el proceso de consolidacion.

Interesantemente, la doble inyeccion de NMDA emulando la actividad
glutamatérgica de El y la reactivacion de glutamato off-line, fueron suficientes para
inducir una aversion significativa en ausencia de malestar gastrico. Respecto a
ésto, se he reportado que el glutamato /NMDA produce senales aversivas, por
ejemplo, se ha demostrado que la administracion de glutamato en la ABL produce
una senal de aversion al sabor cuando se administra junto con una concentracion
baja de LiCl (0.075M) provocando un CAS débil (Miranda et al. 2002), y la inyeccion
de acido homocistéico (agonista NMDA) en la corteza cingulada anterior durante el
condicionamiento al miedo, genera una conducta de evitacion en ausencia de
estimulos nocivos (Johansen & Fields 2004). Esto indica que la actividad NMDA
participa en parte de la integracion de las senales que formaran el trazo de

memoria de aversion por medio de cambios en la plasticidad sinaptica.

Tal plasticidad puede necesitar de la reactivacion de vias de senalizacion
particulares que sustenten los niveles de proteina requeridos para la persistencia
de la memoria (Wang et al. 2006). Esto se ve apoyado por experimentos que
muestran que la ausencia temporal de NMDAr corticales después de la adquisicion
del condicionamiento al miedo y del CAS provoca deficiencia en la consolidacion de
la memoria (Cui et al. 2005, Shimizu et al. 2000). El mismo grupo de estudio
empled un knock out region especifico inducible para evaluar el papel de la
proteina-cinasa dependiente de Ca 2*/calmodulina Il (CaMKIl) en las etapas post-
adquisicion; sus resultados revelan que durante la primera semana posterior al
aprendizaje, la reactivacion de CAMKIlI es esencial para la consolidacion de la
memoria (Wang et al. 2003). También se ha observado que el entrenamiento de
animales en prevencion pasiva induce la expresion de BDNF (factor neurotréfico
derivado de cerebro) en el hipocampo 12 horas después del entrenamiento
(Bekinschtein et al. 2007) y que el aprendizaje gustativo induce dos olas de
actividad de mTor en la corteza gustativa a los 15 y 180 min después de la
presentacion del sabor (Belelovsky et al. 2009). Estos datos indican que entre los

mecanismos “off-line” involucrados en la persistencia del trazo de memoria se
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encuentra la reactivacion de eventos moleculares como la sintesis de varias

proteinas implicadas en la plasticidad sinaptica.

Una gran cantidad de evidencia indica que estos procesos podrian llevarse a
cabo durante el sueno, que ha sido identificado como un estado que optimza la
consolidacion de memorias declarativas y no declarativas (Ellenbogen et al. 2006,
Robertson et al. 2004, Smith 2001). Particularmente, la etapa de sueno de ondas
lentas (SWS) ha sido implicada en la consolidacion dependiente de sueno
(Stickgold 2005, Walker & Stickgold 2006). Existen reportes de un incremento
significativo de la liberacion de NE en la region prelimbica de la corteza prefrontal
de la rata alrededor de 2 horas después de la adquisicion de una tarea de
discriminacion de olor que ha sido relacionado con un incremento en la actividad
del LC durante el SWS (Eschenko & Sara 2008). Sin embargo, la informacion no
tendria necesariamente que esperar a las etapas de sueno para llevar a cabo los
procesos que la mantengan y consoliden; de esta manera, la actividad off-line seria
una forma de fortalecer el trazo de memoria cuyo establecimiento a largo plazo se

ve favorecido por los procesos de consolidacion relacionados al sueno.

¢Puede un sabor volverse aversivo en ausencia de malestar gastrico?

Durante la adquisicion de los condicionamientos de aversion, el trazo del EC
se integra con las senales generadas por un estimulo nocivo (El). Existen algunos
trabajos que indican que en ausencia de dicho estimulo nocivo, se puede obtener
una respuesta de aversion mediante la activacion de los receptores B; Deyama y
colaboradores reportaron que la administracion de isoproterenol en el nicleo
cama de la stria terminalis durante la exploracion de un area que antes era
preferida por el animal, generd aversion a ese lugar (Deyama et al. 2008). Ademas
por medio de imagen de resonancia magnética funcional (fMRI) se escaneo la
respuesta amigdalar de voluntarios sanos durante el paradigma de reconocimiento
de emociones faciales en un grupo al cual se le administré placebo y otro que
recibié un inhibidor selectivo de la recaptura de NE (reboxetina). Los resultados
muestran que la reboxetina inducia un incremento en la respuesta amigdalar

relacionada al miedo, que no se observd en el grupo placebo. También se ha
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reportado que la activacion de los NMDAr en la corteza cingulada anterior cuando
un animal esta en un contexto especifico, genera aversion al lugar en una magnitud
ligeramente menor a la aversion producida por una inyeccion de formalina en la
pata para provocar dolor, empleada para realizar este condicionamiento (Johansen
& Fields 2004). En el caso particular del CAS, se ha logrado facilitar la aversion al
sabor mediante la administracion intra-amigdalar de glutamato junto con la
inyeccion i.p. de LiCl en una dosis baja que no genera CAS por si mismo (Tucci et al.
1998).

Nuestros resultados indican que el posible generar aversion al sabor en
ausencia de LiCl, ya que la actividad de los NMDAr no solo es necesaria en el
momento de la llegada del El, sino también en la etapa postadquisicion, de manera
que al activar estos receptores en dos etapas criticas donde son necesarias las
senales noradrenérgicas y glutamatérgicas, es posible conseguir un efecto aversivo

en animales que no experimentaron malestar gastrico.
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X. CONCLUSIONES

La formacion de la memoria de experiencias aversivas involucra
mecanismos que permiten su persistencia y su almacenamiento de forma eficiente
para contribuir a la supervivencia de los organismos. Los resultados presentados
en esta tesis nos permiten aportar elementos para integrar un modelo que describa

dichos mecanismos.

Este modelo incluye la descripcion de cambios en la neurotransmision de
dos estructuras importantes para la formacion del CAS, la corteza insular y la
amigdala. La liberacion de dopamina en la Cl por la exposicion a un estimulo
gustativo nuevo actua a través de los receptores D1 activando la via AMPc/PKA que
participa en la consolidacion de la memoria, mientras que amplia evidencia indica
gue el sistema colinérgico subyace la MCP a través de los receptores muscarinicos
(Bermudez-Rattoni 2004, Tseng & O'Donnell 2003). Parte de la contribucion de la
actividad de PKA en la consolidacion del CAS involucra la fosforilacion de la
subunidad NR1, lo cual se ha reportado que incrementa la conductancia de los
NMDAr (Tseng & O'Donnell 2003) potenciando el desencadenamiento de senales

intracelulares que favorecen cambios plasticos en la neurona.

Una vez que la relevancia del estimulo gustativo nuevo y potencialmente
nocivo genera la senal dopaminérgica y se integra con la posterior senal
glutamatérgica generada por el malestar gastrico, proponemos que, para la
estabilizacion a largo plazo de esta informacion, es necesaria la reactivacion de la
Cl a través de incrementos extracelulares concomitantes de dopamina y glutamato
que de nuevo desencadenan en esta estructura mecanismos moleculares que

subyacen la permanencia del trazo hasta que éste se estabiliza o almacena.

La reactivacion cortical es dependiente de la actividad de la amigdala, que a
su vez muestra actividad glutamatérgicas y noradrenérgicas en la misma
temporalidad que la Cl, sugiriendo asi que en esta estructura se estan llevando a
cabo mecanismos similares que promuevan los cambios plasticos en la neurona
mediante los receptores NMDA y los B-adrenérgicos. Podemos suponer que dicha

reactivacion se produce ciclicamente como se ha reportado que sucede con otras
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reactivaciones moleculares asociadas al aprendizaje previo (Bekinschtein et al.
2008, Ramirez-Amaya et al. 2005, Rasch & Born 2007), y que con cada ronda de
activacion, el trazo de memoria se fortalece, 1o cual favorece su persistencia en el

tiempo, sin embargo se necesitaran mas estudios para comprobar esto.

Por dltimo, mostramos la relevancia funcional de las senales
noradrenérgicas y glutamatérgicas para la consolidacion del CAS, ya que logramos
generar una significativa aversion a un sabor nuevo en ausencia de malestar
gastrico mediante la estimulacion exdgena de los receptores NMDA y B-
adrenérgicos en sustitucion de los incrementos extracelulares que reveld el

monitoreo de microdidlisis.

Estos datos nos acercan a una descripcion cada vez mas precisa de los
eventos moleculares que subyacen la formacion de una memoria tan persistente y
relevante como la aversion al sabor, abriendo asi el panorama a la inclusion de
mecanismos que han sido escasamente considerados, como la reactivacion
neuroquimica, en el panorama de procesos que incluye la consolidacion de la

memoria.

Fig. 20 Pagina siguiente. Integracion de los eventos moleculares en la Cl y
amigdala durante la adquisicion y la reactivacion de la memoria del CAS. (1) La exposicion
a un sabor nuevo incrementa la liberacion de dopamina (DA) y acetilcolina en la Cl. (2) La
acetilcolina actla a través de los receptores muscarinicos, activando la proteina cinasa C
(PKC) induciendo la fosforilacion del receptor NMDA, contribuyendo a la integracion de la
memoria a corto plazo. La DA activa los receptores D1, activando a su vez PKA cuyas
proteinas blanco incluyen el receptor NMDA y CREB. (3) La fosforilacion de CREB regula la
expresion de una variedad de genes relacionados con la plasticidad sinaptica que
contribuye a la formacién de la memoria a largo plazo, por lo que la activacion de la via
AMPc/PKA/CREB por la activacion de los receptores D1 participa en la consolidacion del
CAS. (4) El estimulo visceral induce la liberacién de glutamato en la Cl, actuando a través
de los receptores NMDA, cuya fosforilacién por PKA y PKC incrementa la conductancia del
canal, mejorando la respuesta postsinaptica (5), la cual incluye la activaciéon de CaMAKiIl,
favoreciendo a su vez la fosforilacion de CREB. En la amigdala, el estimulo visceral induce
la liberacion de glutamato, activando los receptores NMDA y la liberacién de norepinefrina
(NE), activando los receptores [(-adrenérgicos, lo cual también activa la via
AMPc/PKA/CREB, favoreciendo la consolidacion del CAS.

En el caso de la reactivacion off-line, la amigdala es activada post-adquisicion
mediante senales de NE y glutamato que activan los receptores NMDA y B-adrenérgicos,
favoreciendo la sintesis de proteinas. Esta estructura participa en la reactivacion de la Cl,
donde las senales de DA y glutamato se integran a través de la interaccién de los
receptores D1 y NMDA por medio de PKA. Es posible que esta actividad sea recurrente y se
retroalimente de proyecciones reciprocas entre la amigdala y la Cl con el fin de estabilizar
el trazo de memoria a largo plazo.
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Abstract

It has been postulated that memory consolidation process
requires post-leaming molecular changes that will support
long-term experiences. In the present study, we assessed
with in vivo microdialysis and capillary electrophoresis whe-
ther such changes involve the release of neurotransmitters at
post-acquisition stages. Using conditioned taste aversion
paradigm we observed spontaneous off-line (i.e. in absence of
stimulation) dopamine and glutamate reactivation within the
insular cortex about 45 min after the stimuli association.
These increments did not appear in control groups that were
unable to acquire the task, and it seems to be dependent on

Memory formation relies on synaptic changes initiated by the
activation of several neurotransmitter systems during learn-
ing, ie. the acquisition of information. The progressive
process of information storage is referred as memory
consolidation (Dudai 2004). According to their duration,
there are two kinds of memories: short-term memory (STM)
lasting from minutes to hours and long-term memory (LTM)
lasting days, weeks, and even a life time (Alberini ef al.
2006). The molecular and cellular mechanisms underlying
these memory processes have been the main subject of
several studies. In this regard, an experimental model that has
been very useful to study the neurobiological processes
involved in memory consolidation is known as conditioned
taste aversion (CTA). CTA is a learning paradigm where a
novel taste [conditioned stimulus (CS)] is paired with
digestive malaise [unconditioned stimulus (US)]. In the next
CS exposure, animals avoid its consumption reflecting the
aversion learning that protects organisms against ingestion of
toxic fwod (Bermudez-Rattoni 2004). This associative learn-
ing 15 established in one trial and allows for a convenient
delay between taste exposure and visceral signals of
poisoning making possible to study the biochemical and
molecular events related with the CS and the US during the
taste leaming process (Bermudez-Rattoni 2004 ).
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amygdala activity since its reversible inactivation by tetrodo-
toxin impaired cortical off-line release of both neurotransmit-
ters and memory consolidation. In addition, blockade of
dopaminergic D1 and/or NMDA receptors before the off-line
activity impaired long- but not short-term memory. These re-
sults suggest that off-line extracellular increments of gluta-
mate and dopamine have a significant functional role in
consolidation of taste memory.

Keywords: consolidation, dopamine, glutamate, microdialy-
sis, neurochemical reactivation, taste memaory.

J. Neurochem. (2010) 10.1111/1.1471-4159.2010.06758.%

Many studies have demonstrated that the insular cortex
(IC) activation is necessary [or the gustatory and visceral
stimuli processing. For instance, the exposure to a new
gustatory stimulus produces electrical and molecular changes
in this structure, such as increments in unitary neurons firing
(Ogawa et al. 1992; Hanamori et al. 1998; Katz et al 2001);
expression of immediate-early genes, such as c-fos (Bem-
stein and Koh 2007) and increase of acetylcholine release
(Miranda ef al 2000, Shimura ef al. 1995). In addition, it has
been demonstrated that wvisceral stimulation, like malaise
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induction by ip. LiCl injection, induces reliable glutamate
(GLU) merements within the IC (Miranda et al. 2002).
Moreover, the IC participates in the CTA consolidation
process (Rosenblum et al. 1993; De la Cruz et al. 2008)
which depends of the NMDA receptors (NMDAT) activity
(Rosenblum ef al 1997; Gutierrez ef af. 1999; Miranda ef al
2002). In particular, NMDAr blockade before or 30, 60 and
120 min after CTA training impairs long-, but not short-term
memaory (Gutierrez ef al. 1999). These results suggest that
prolonged glutamate NMDA  activity may take place
achieve the consolidation process. Supporting this hypoth-
esis, Cul ef al (2005) reported a CTA long-term impairment
in temporary induced forebrain NMDAr knock-out mice
which showed absence of NR1 subunit for hours and even
days after leaming. These authors proposed that glutamate/
NMDATr reactivations occurring after acquisition are impor-
tant for long-term memory storage.

Such post-leaming reactivation may involve other neuro-
transmitter systems acting as modulators that facilitate
glutamatergic inputs leading to enduring changes in the
memory trace. Several lines of evidence indicate that the
dopaminergic system modulates synaptic plasticity (Schultz
2002; Jay 2003; Ungless 2004). However, little is known
about the role of the dopaminergic system in the associative
CS and US process for CTA formation. It has been reported
that dopamine (DA) depletion by the administration of 6-
hydroxydopamine in the IC or the blockade of D1 type
receptors before the conditioning impairs this task (Fernan-
dez-Ruiz et al. 1993; Berman et al. 2000). Although these
results indicate that dopaminergic activity is necessary in the
IC for memory formation, it remains to be determined il DA
is involved in acquisition and/or consolidation of CTA. Post-
acquisition role of the dopaminergic system in the regulation
of memory consolidation has also been studied. Thus, it has
been shown that systemic amphetamine administration,
which increases DA release, enhanced retention of other
aversive conditioning training such as inhibitory avoidance
{Martinez ef al. 1980). Moreover, DA infusions into the
basolateral amygdala immediately afier training enhanced
retention of the same task (Lalumiere er al 2004). Both
glutamatergic and dopaminergic systems are related to
consolidation of several learning tasks and their role may
not be restricted to stimulus signaling during acquisition
stages, since their activity in post-acquisition periods seems
to be involved in long-term storage.

All these results suggest that post-acqguisition neurotrans-
mitter release within the IC during off-line periods (ie.
absence of sensory input) is required to consolidate memory.
Therefore, the aim of the present study was to evaluate, by
using in vivo microdialysis and capillary electrophoresis, the
simultaneous GLU and DA release in the IC during the
associative CS-US forward presentation and for an additional
hour to determine post-trial neurotransmitter extracellular
changes. We found off-line changes in these neurotransmit-
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ters release, which were impaired by reversible blockade of
the amygdala, a structure that modulates IC activity and is
involved in CTA memory [ormmation. Furthermore, we
evaluated the functional role of the cortical neurochemical
off-line changes by performing bilateral post-trial injec-
tions of either a NMDA antagonmist, 2-amino-5-phosphono-
valeric acid (APV) or a D1 antagonist, R{+)}-7-Chloro-8-
hydroxy-3-methyl-1-phenyl-2,3 .4, 5-tetrahydro-1H-3-benzaze
pine hydrochloride (SCH23390), and the combination of
both into the IC 30 min after the C5-US presentation. The
results suggest that the off-line concomitant release of DA
and GLU within the IC 18 required to accomplish CTA
memory consolidation and that such post-acquisition activity
is dependent on amygdala functional integrity.

Experimental procedures

Animals

Adult male Wistar rats, weighing 260-280 g at the time of surgery,
were used and handled according to the The Institute of Cellular
Physiology Animal Welfare Assumnce, approved by NIH. Rats were
housed individually and maintained on a 12 h light/12 b dark cycle
with water and food ad libitum except when noted on the behavioral
procedures, Trining was conducted during the light portion of the
cycle.

Guide cannulae implantation

Unilateral guide cannula (CMA Microdialysis, Stockholm, Sweden)
aiming to the left insular cortex was implanted using swandard
stereotaxic procedures with coordinates from Bregma according to
Paxinos and Watson ( 1998) [Anteropostenior (AP) + 1.2 mm; Medio-
lateral (L) =5 mm; Dorsoventral (DV) 4.5 mm)]. For the drgs
administration expenments, bilateral 23-gauge stainless steel cann-
ulae were implanted aiming both IC (AP + 1.2 mm; L + 3.3 mm;
DV =3 mm).

Microdialysis procedure for CS - US associative presentation

Five days after surgery, animals were deprived of water for 24 h
and placed in the microdialysis chamber for 3 b for 5 days to let
them habitate to the environment and constant manipulation and
were allowed to drink 10 mL of tap water from a graded bottle
dunng 15 min. During microdialysis, a dialysis probe with a 3 mm
membrane (CMA 12 MD Pmbe, CMA Microdialysis) was
connected to the micro infusion pump system (CMA Microdial-
yais), which infused artificial cercbrospinal fluid (NaCl 125 mM,
KCl 5 mM, NaH-POH.O 125 mM, MgSO,7H,O 1.5 mM,
NaHCO3 26 mM, CaClx 2.5 mM, glucose 10 mM) at a rate of
| pl/min. The length of te outflow connection tubing was
measurcd o caleulate the “dead volume’ (inner volume of the
tubing = length of the wbing * infusion rate) which causes a delay
between the beginning of the behavioral response and the
correspondent microdialysis fraction. After insertion of the probe,
I b of fluid stabilization was allowed; samples were collected
every 4 min in vials containing 1 pL of antoxidant mixture
(0.25 mM ascorbic acid, Na:EDTA .27 mM, 0.1 M acetic acid)
and immediately frozen at =80°C. Three fractions were collected
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as baseling samples after which stimulus exposure began (see
below for behavioral conditions).

The following groups of animals were submitted to microdialysis
lfor about 2 h, during stimuli exposure according to the correspond-
ing group and one extra hour: The conditioned group (SAC-LICI
n = 10), which was exposed during 15 min to 10 mL of a 0.1% (wt/
vol) sodium sacchann solution (SAC) and then followed by 1.p. LiCl
injections (0.4 M, 7.5 mL/kg) after 15 min. Non-conditioned group
(SAC-NaCl, n=7), mts were exposed to the same saccharin
solution, but afterwards they received i.p. NaCl injection (0.4 M,
7.5 mL/kg) that would not cause gastric malaise and therefore no
taste aversion would develop. Another control group of animals
were exposed to tap water instead ol saccharin and received the LiCl
injection {H,O-LiCl, # = 5) and other group of animals received
NaCl ip. injection after water consumption (H-O-NaCl, n = 6).
Finally the backward conditioning group (LiCI-5AC, n=7) that
was exposed to a LiCl injection (0.4 M, 7.5 mL/kg) and 15 min
later with the presentation of saccharin solution, being an inefTective
training lor CTA memory formation (Barker and Smith 1974). Three
days after training, aversion memory was evaluated by re-exposure
of the animals to the saccharin solution and measuring consumption.

Analysis of glutamate and dopamine in microdialysate samples
These neurotransmitters levels were determined by capillary
electrophoresis. This methodological approximation allows us to
analyze aminpacids and catecholamines simultaneously in the same
sample, with more resolution than conventional HPLC (Landers
1997). The procedure for microdialysis samples analysis was
derivatization with 6 pl of 16.67 M 3-(2-furoyljquinoline-2-car-
boxaldehyde (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) in the presence
of 2 pl of KCN 25 mM in 10 mM borate buffer (pH 9.2) and 1 pL
of internal standard (0,075 mM O-methyl-t-threonine). The mixture
was allowed to react in the dark at 65°C for 15 min. Separation and
analysis was conducted in a capillary electrophoresis system
(Beckman-Coulter PACEMDQ, Glycoprotein System, Beckman
Coulter, Brea, CA, USA) with laser induced fluorescence detection,
light at 488 nm from an argon jon laser was used to excite the 3+2-
furoy g uinoline-2-carboxaldehyde-labeled analytes. The separation
of compounds was based on a micellar electrokinetic chromatog-
raphy buffer system that included 35 mM borates, sodium dode-
cylsulphate 25 mM, 13% (vol/vol} methanel HPLC grade, final pH
9.6. The samples were injected hydro-dynamically at 0.5 psi for 5 s
ina75 pm i.d. capillary ( Beckman Coluter); then the separation was
performed at 25 kV. After each run the capillary was flushed with
0.0 M NaOH, water and running buffer. The glutamate and
dopamine peaks were identified by maiching the migration patiern
with those in a spiked sample and corrected by relating the area
under the curve of the unknown sample with the area under the
curve of the intemal standard. Data were analyzed using Karat
System Gold (Beckman Coulter) generating a calibration curve of
six points (see Appendix S1). All results were converted into
percentage  of baseline release (%» BL = analyte concentra-
tion » 100/mean of the three-first samples).

Statistical analysis

Statistical analysis of extracellular changes in the dialysates was
carried out using one-way anova with Fisher post hoc test using
Statview 4 (Abacus Concepts, Piscamway, NI, USA); 1 tesis to
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compare one [mction among groups when indicated. We considered
any change of = 100% from baseline release as significant. A
p = 0.05 value was considered statistically significant.

Tetrodotoxin administration during microdialysis monitoring
Animals were implanted with a unilateral microdialysis cannula
aiming the left IC (AP +12 mm; L =5 mm; DV =45 mm) and
bilateral cannulae aiming the amygdala (AP =28 mm, L = 4.8 mm,
DV =6.5). Microdialysis monitoring procedure was performed in
the IC as described above following the conditioning procedure of
the SAC-LIC] group. Immediately after the LiCl, tetrodotoxin (TTX,
10 ng/ul in phosphate bufler solution, Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA, n=6) or phosphate buffer saline (PBS; n = 5) were
infused inte the amygdala; a total volume of 1 pL per hemisphere
was delivered at a mte of 0.5 pl/min. After micro infusions were
completed, the injection needles were left placed in the guide
cannulae for an additional minute to allow diffusion of the solutions
into the tssue. LTM was evaluated 72 h after the acquisition by
re-exposure to the same saccharin solution and the consumption was
measured.

Behavioral procedure for drugs administration experiments

Five days afier cannulae implantation, animals were deprived of
water for 24 h and the subsequent 5 days they were allowed 1o drink
30 mL of tap water during 15 min in the morning and 4.5 h later
for another 15 min, to perform a STM and LTM test when required.
This protocol for testing STM and LTM in the same animals has
proved that the saccharin presentation during STM  has no
mterference with the LTM aversion response (Ferreira ef al. 2002).
The volume of water ingested was measured and the mean of this
intake was considered as baseline. For CTA acquisiton, rats were
exposed w0 0.1% (wt/vel) saccharm solution dunng 15 min and
15 min later they received a 0.4 M LiCl i.p. injection (7.5 mL/kg);
STM was evaluated 4.5 h after the acquisition by re-exposing the
rats to the same saccharin solution and the consumption was
registered. LTM was evaluated 72 h afier acquisition. Data are pre-
sented as percentage of consumption during acquisition [S2ACQ =
{sacchann solution intake » 100/mean of bascline water consump-
tion]. anova with post hoe Fisher test was used to analyze these data,
a value of p < (105 was considered statistically significant.

Drugs administration

All drugs were dissolved in saline solution (0.9% wtivol). Drug
administration was made trough 30-gauge dental needles that
protruded 1.5 mm from the tip of the guide cannulae. Injection
needles were connected via polyethylene wbing into two 10 gL
Hamilion syringes, drven by an automated micro infusion pump
(Camegie Medicine, Stockholm, Sweden). A total volume of 1 pL
per hemisphere was delivered at a rate of 0.5 pL/min. Afler micro
infusions were completed, the injection needles were left placed in
the guide cannulae for an addtional minute to allow diffusion of the
solutions into the tissue.

Animals were divided into five groups, counter-balanced accord-
ing to their baseline mean consumption: Control group (1 = 13)
received saline solution microinjections; APV (# = 9) received DL-
2-amino-5-phosphonovaleric acid (APV, 10 pg/pl in saline solution;
Tocns Bioscience, MO, USA); this is an effective dose for blocking
NMDAr in the IC (Berman ef ol 2000). SCH (n=7) received
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SCH23390 (2 pe/ul; Sigma-Aldrich; Runyan and Dash (2004)).
APY + SCH group received a mixtwre of APV and SCH23390 at the
above final concentrations (n = 8) and the last group which received a
cAMP analog, Rp-cAMP that inhibits ¢cAMP dependent protein
kinase (PKA)activity (0065 pg/ul, n = 7; Sigma-Aldrch); the dose
used was taken from lzquierdo ef all (2002). All groups received the
comtical micmoinjections 30 min afier the CTA training and were
evaluated for STM and LTM.

Results

Concomitant off-line release of dopamine and glutamate

after training

We determined neurotransmitters extracellular levels during
and after CS-US association. The baseline concentration for
DA was 2 £ (L7 fimol/pL in all the microdialyzed groups. As
it can be seen in Fig. la, significant increments of extracel-
lular DA, about 250% of baseline (tr = 6.122, p < 0.001),
were related to exposure to a new taste {0.1% saccharin).
There were not noticeable changes on DA release related to
visceral stimulation, but the continuous post-acquisiion
monitoring revealed a 240% increase exclusively in trained
animals 40 min after LiCl injections. The mcrements were
significantly different from the SAC-NaCl group which did
not develop taste aversion (+ = 3.310, p < 0.01: see Figs la
and 2}, but experienced the same novel taste. These results
indicate that the sole gustatory stimuli did not elicit the
posterior off-line release. To rule out that the post-acquisition
merement could be related to the LiCl imjection, which is the
only difference between SAC-LiCl and SAC-NaCl groups,
we monitored two more groups that were allowed to drink
water and then received a 0.4 M LiCl injection or 0.4 M
NaCl injection (H,O-LiCl and H,O-NaCl; Fig. lc). The
post-acquisition monitoring revealed no significant changes
in DA release over time.

Regarding the glutamatergic release, there were no signif-
icant changes in extracellular GLU after presentation of
saccharin ( GLU baseline concentration 1.75 £ 0.32 nmol/ul,
Fig. 1b). This result is in accordance to previous studies that
reported no GLU changes during exposure to novel gustatory
stimulus. As it can be seen in Fig. 1b, LiC1 0.4 M injections
produced significant increment in extracellular GLU com-
pared with its baseline levels (t = 6.023, p < 0.001) and to an
equimolar NaCl 0.4 M group (Fig. Ib, 48 min fraction,
t = 3.792, p < 0.01). These results indicate that the increments
are specific to gastric malaise induction and not handling,
manipulation of animals or intraperitoneal injections. In the
post-acguisition monitoring, we found that the SAC-LiCl
group showed a 270% increase 44 min after LiClinjection that
did not appear in the SAC-NaCl group (t = 6.524, p < 0.01)
(Fig. Ib). Interestingly, we did not observe any significant
post-acquisition release changes in GABA or in norepineph-
rine (see Figure S1) indicating that such phenomenon is not
generalized for all neurotransmitters. The GLU monitoring in

@ 2010 The Authors

the H20-LiCl group showed the expected significant increase
related to the LiCl administration (Fig. 1d,¢ = 4.747 p < 0.05
vs. baseline). However, no post-leamning neurochemical
reactivation occurred indicating that such phenomenon is
not related to the malaise induction alone.

To evaluate if the presentation of both stimuli would
produce off-line neurochemical reactivation, we evaluated a
group that underwent backward conditioning in which the
CS 1s preceded by the US presentation and CTA was not
established. No significant DA (Fig. le, LiCl-5AC) or GLU
(Fig. 1) post-acquisition changes from baseline levels were
observed in this group. GLU extracellular levels increased
following the induction of malaise (t = 3.959, p < 0LO1) but
no after the acquisition period. The lack of DA increase
during saccharin exposure in the backward conditioning
group is noteworthy. This lack of release may be because of
NMDA-mediated synaptic depression. Accordingly, it has
been reported that stimulus-induced dopamine release in the
prefrontal cortex can be reduced by previous GLU levels
increments and/or activation of NMDAr by local perfusion of
the receptor agonist NMDA (Del Arco & Mora 2001). In
addition, NMDA agonist application also depressed evoked-
dopamine release in cortico-siriatal mouse brain  slices
through NR2ZA- but not NR2B-containing NMDAr, a well-
known regulating system of glutamatergic transmission
(Schotanus & Chergui 2008). Although the specilic mech-
anisms by means of which glutamate release produces
depression of dopamine release remains to be demonstrated,
it is clear that backward conditioning did not produce reliable
ofl-line dopamine and glutamate release.

As shown in Fig. 2, the conditioned SAC-LICl group
produced significant taste aversion in contrast to the back-
ward conditioning (LiCI-SAC), the H20-LiCl, H20-Na('l
and SAC-NaCl groups that failed to elicit CTA. A simple
anova analysis for the long-term memory taste test revealed
that there were significant differences among groups.
(Fyny = 11588, p < 0.001). A Fisher post hoc test indicated
a significant difference between the SAC-LiCl group and the
rest of the control groups (p’s < 0.001).

Post-trial reversible amygdala inactivation impairs cortical
off-line glutamate and dopamine release and taste memory
consolidation

It has been proposed that the amygdala (AMY) modulation
contributes o CTA memory consolidation (Gallo et al. 1992;
Roldan and Bures 1994; Sakai and Yamamoto 1999). Such
modulation could be through the glutamatergic projections to
the IC (Bermudez-Rattoni and MeGaugh, 1991) and to the
ventral tegmental area (Kaufling ef ol 2009). In this regard,
it has been demonstrated that post-acquisition blockade of
NMDAr within the ventral tegmental area impaired LTM of
an inhibitory avoldance task (Rossato et al. 2009). Stmilarly,
it has been reported that tetanic stimulation of basolateral
amygdala (BLA) induces NMDA dependent long-term
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Fig. 1 Extracellular dopamine and glutamate levels in the insular
corlex increase concomitantly in the post-acquisition period of condi-
tioned taste aversion training. (a) Dopamine monitoring: SAC-LICI,
conditicned group (n= 10) received 0.1% saccharin solution followed
by 0.4 M LIiC| i.p. injection (7.5 mL%kg); SAC-NaCl, non-conditioned
group (n=7) received 0.1% saccharin solution followed by 0.4 M
MaCl i.p. injection (7.5 mL/kg); the conditioned stimulus elicited a
dopamine increase in both groups but enly the conditioned group
showed a postacquisition increase in the BB min fraction. (b) Gluta-
male responses moniloring in conditioned and nen-conditioned
groups, the unconditioned stimulus elicited an increment in the SAGC-
LiCl group as a result of the LICI injection but only the conditioned
group showed a post-acquisition increase in the 92 min fraction. (c)

@ 2010 The Authors

Dopamine-glutamate reactivation in consolidation | 5

(b) Glutamate
3004 *k

-8 SAC-LICI tedke
== SAC-NaC|

2004

1004

300 1
200 4
100 1o
o
{n
300 "
—h . LICI-SAC
200
100
o
TTOMNOODOTONDODODOTEONDOTOMNODOT@ONDD
FV‘NNNH”‘!"‘I"‘rmmtﬂmwhhlﬂlﬂmeE
1 Min
SAC Licl :

Dopamine responses of control groups to stimuli: HzO-LiCI group
{n = 5) received tap water folowed by 0.4 M LiCl i.p.; HzO-MNaCl group
(n=6) received tap water followed by 0.4 M NaCl ip.: Dopamine
levels are significantly different during saccharin exposure that during
waler exposure and showed no post-acquisition increments. (d)
Glutamate responses o the LICI and MaCl injection showed no
post-acquisition changes, only the one related to the uncoenditioned
stimulus, (e) Dopamine responses during backward conditioning: LICI-
SAC (n=7), received 0.4 M LIC| i.p. and later, a 0.1% (wtivol)
saccharin solution; there is no post-acquisition increment. (f) Gluta-
male response during the backward conditioning. Graphics expressed
as means of % baseline release + SEM. *p < 0.05, and “*p< 0.01
versus control group and #p < 0.05 versus baseline release.
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Fig. 2 The conditicned group is the only one that shows aversion in a
long-term memory test. The microdialyzed groups were exposed to
the saccharin solution 72 h after acquisition. SAC-LICI, cenditiched
group (n = 10) received 0.1% saccharin solution followed by 0.4 M
LICl ip. injection (7.5 mLfkg); SAC-MaCl. non-conditicned group
(n=T7) received 0.1% saccharin solution followed by 0.4 M NaCl i.p.
injection (7.5 mL'kg). HzO-LIC| group (n= 5) received tap waler fol-
lowed by 0.4 M LiCl i.p.; H2O-NaCl group (n = 6) received tap water
followed by 0.4 M NaCl i.p.; LICIFSAC (n=7) received 0.4 M LIiCI i.p.
and |later, a 0.1% saccharin solution. Graphics are expressed as % of
consumption during acquisition = SEM. **p < 0.01 versus SAC-LICI.

potentiation in the [C and increases the retention of CTA
memory (Escobar ef al. 1998). Moreover, post-acquisition
glutamate administration in the BLA enhances the strength of
CTA and this effect depends on NMDAr activation within
the IC (Ferreira ef af. 2005). With this information, we
assessed if the DA and GLU off-line increment in the IC are
as a result of amygdalar activation. We reversibly blocked the
AMY activity by bilateral infusion of TTX (10 ng/puL in
phosphate buffer) after the LiCl injection, while we made the
microdialysis monitoring in the [C. As it can be seen in
Fig. 3a, AMY inactivation impaired GLU (92 min fraction,
t=2.782, p<0.05) and DA (88 min fraction, t= 3.562,
p = 0.01) off-line release in the [C when compared with a
control group that received intra-amygdalar vehicle. These
results indicate that AMY activity 1s involved in the off-line
extracellular changes within the [C. Fig. 3b shows LTM test
of the microdialyzed groups, vehicle (PBS-MD) and TTX
intra-amygdalar nfusions (TTX-MD) that were compared
with animals cannulated in the AMY and received the same
drug treatment and underwent CTA training without been
monitored by microdialysis (PBS and TTX groups). An
anova analysis showed that the TTX infusion significantly
impaired CTA consolidation as compared with PBS infusion
(t = 5978, p < 0.01, PBS-MD vs. TTX-MD; and PBS vs.
TTX, ¢t = 2.502 p < 0.05).

Post-trial NMDA receptors antagonist impairs CTA
consolidation, and it is potentiated by concurrent blockade
of D1 dopamine receptors

To evaluate the functional role of the extracellular DA and
GLU changes within the insular cortex in CTA formation, we
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Fig.3 Amygdala reversible inactivation impairs conditioned taste
aversion consolidation and post-acquisition dopaming and glutamate
cortical increments. (a) Effects of bilateral infusion of tetrodotoxin
(TTX; n =€) or phosphate buffer saline (PBS; n = 5) into the amyg-
dala immediately after the LIC| administration in the dopamine and
glutamate levels within the insular cortex. Graphics expressed as
means of % baseline release + SEM. *p < 0.05, and *'p < 0.01 versus
control greup. (b) Long-term memory lest of the microdialyzed groups
{TTX-MD and PBS-MD) compared with groups without microdialysis
monitoring (TTX, n= 8 and PBS, n=8). TTX administration impaired
memaory consolidation in both cases. The resulls are showed in 9% of
acquisition = (mL of saccharin during test = 100)/mL saccharin during
acquisition. *"p < 0.01 versus PES group.
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blocked either the NMDA glutamate receptors (APV, 10 pg/
ulL) or the Dl-type dopamine receptors (SCH23390, 2 pg/
uL) separately or simultaneously 30 min after the acquisition
period. A simple anova analysis showed no significant
difference among groups in STM test indicating that drug
administration did not impair the task acquisition (Fig. 4).
However, significant differences were found among groups
in the LTM test, as revealed by one-way anova analysis (F 5,
33 = 15807, p < 0.05). Post hoc Fisher test showed that
LTM was impaired in the NMDAr-inhibited group (APV) as
it was significantly different from the saline group (S8)
(p < 0.001). The DIl-inhibited group (SCH) showed no
differences in LTM test compared with the SS group,
indicating that post-acquisition SCH administration did not
interfere with long-term memory storage. Interestingly, the
simultaneous blockade of NMDA and D1 receptors in the [C
(APV + SCH group) caused a potentiated and significant
impairment of LTM compared with the groups that received
APV or SCH alone (p < 0.05, Fig. 4). These results suggest
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Fig. 4 D1 and NMDA receptors post-acguisition activity is required for
memory consolidation. (a) Effect of intracorical administration of 2-
amino-5-phosphonovaleric acid (APY), Ri+)—7—Chloro-8-hydroxy-3-
methyl-1-phenyl-2,3.4, 5-tetrahydro-1H-3-benzazepine hydrochloride,
a mixture of both drugs and Rp-cAMP 30 min after conditioned taste
aversion (CTA) acquisition in short- and long-term memory. Post-
acquisition blockade of NMDA receptors (APV group, n = 9) impaired
CTA consolidation compared with the group that received an intra-
cortical saline injection (S5, n = 13); the sole blockade of D1 receptors
has no effect in short-term memory (STM) or long-term memory (LTM)
(SCH, n=T7); however, the concomitant blockade of NMDA and D1
receptors caused significantly stronger CTA impairment (APV + SCH,
n = 8). cAMP dependent protein kinase inhibition in the post-acquisi-
tion pericd also impaired LTM but not STM indicating a role in CTA
consolidation (Rp-cAMP, n= 7). (b) CTA protocel and drugs admin-
istration (white triangle) 30 min after CTA acquisition. The results are
showed in % of acquisition = (mL of saccharin during test = 100)/mL
saccharin during acquisition £ SEM. STM, short-term memory; LTM,
long-term memory. **p < 0.01 versus 55 group; & p < 0.05 APV +
SCH versus APV group.
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that D1 receptors potentiate the consolidation process in
conjunction with NMDA receptors.

Post-trial blockade of cAMP dependent protein kinase
impairs CTA consolidation

[t has been reported that NMDA-D1 synergism require post-
synaptic intracellular calcium and PKA activation (Cepeda
et al. 1998; Wang and O Donnell 2001; Baldwin et al. 2002;
Tseng and O’Donnell 2004; Hallett ef ol 2006). PKA is
activated trough the increment of cAMP caused by DI
receptors stimulation. To evaluate if PKA ofl*line activity
was necessary for CTA consolidation, we injected intra-
cortically a PKA inhibitor (Rp-cAMP) 30 min after the
acquisition period. STM evaluation revealed no differences
against the group that received saline solution; LTM showed
a significant difference with 55 group (t = 6.015, p < 0.01)
indicating a role on CTA consolidation.

Discussion

For a long time the mechanisms for memory consolidation
have been explained by structural synaptic plasticity (Martin
et al. 2000). Those plastic changes may involve off-line
neuronal activity that allows maintenance of the information
until it is well established. Several examples include off-line
waves of protein synthesis associated with earlier learning
(Montag-Sallaz and Montag 2003; Ramirez-Amaya et al.
2005; Bekinschtein et al. 2007), and electrophysiological
evidence that shows post-acquisition replay of activity
patterns that occurred during training (Gerrard et al. 2001;
Pennartz et al. 2004; Ribeiro et al. 2007; Eschenko et al.
2008; Lansink et al. 2008). When we monitored neurotrans-
mitters release for an hour after acquisition, a close
coincident increase of GLU and DA occurred about 44—
48 min after stimuli association. DA and GLU increments
were specific to the group that acquired CTA leamning, since
they did not appear in any of the other groups that did not
display aversion. Thus, it seems unlikely that the off-line
neurotransmitters release is related to late signals produced
either by saccharin consumption or LiCl injection. Our
results fit well with the notion that memory consolidation
requires neurochemical reactivation within the structure that
was engaged during the acquisition long time afier sensory
stimulation is over. Furthermore, the post-acquisition release
responses in the IC seem to be involved in memory
consolidation of CTA, since blockade of the NMDA and
D1 receptors simultaneously disrupted long- but not short-
term memory. There are some insights into the possible
mechanism involve synergic activity between the DI-
NMDA receptors. A considerable amount of evidence
indicates that DI receptors can modify the strength of
synaptic transmission enhancing the excitability of neurons
(Cepeda et al. 1998; Wang and O’Donnell 2001; Jay 2003;
Tseng and O’Donnell 2003, 2004; Hallett ef al. 2006). DI
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receptors potentiate NMDA conductance by means of NR
subunit phosphorilation through cAMP-protein kinase activ-
ity (PKA; Tingley ef al. 1997). It has been reported that the
NMDA-mediated response is potentiated by SKF38393
resulting in a significant increment of the number and
frequency of spikes compared with the application of NMDA
alone (Tseng and O'Donnell 2003). Conversely, D2 receptors
agonist quinpirole decrease the [requency ol spikes and the
D2 receptors antagonist sulphiride has no effect (Gurden
et al. 2000; Tseng and O'Donnell 2004). It has been shown
that D1 receptors activation can potentiate NMDA receptors
[unction by directly promoting the surface insertion of the
receptor complexes (Hallett ef al. 2006) and induce long
lasting forms of synaptic plasticity like long-term potentia-
tion through cAMP/PKA/CREB pathway activation (Jay
2003). Thus, DI receptors post-acquisition activity may
modulate the concomitant glutamatergic activity through
NMDA phosphorilation and protein synthesis, enhancing
excitability which in consequence provides adequate plas-
ticity to maintain neuronal signaling ongoing in the IC for the
long-term memory establishment.

Since NMDA activity seems to be crtical for CTA
memory consolidation (Rosenblum et al. 1997: Berman
et al. 2000), we tried to assess if such glutamatergic input
came from amygdalar projections. In this regard, it has been
shown that long-term potentiation induced in the BLA
produces significant CTA memory enhancement (Escobar
and Bermudez-Rattoni 2000} which depends on NMDAr
activation within the [C (Escobar et af 2002: Ferreira et al
2005). Reversible post-acquisition blockade of AMY with
bilateral TTX infusion hindered off-line glutamate and
dopamine increments in the IC and impaired CTA consol-
idation. These results indicate that amygdala activation is
associated to IC post-acquisition activity. Glutamatergic
reactivation impairment may be because of inhibition of this
kind of input directly from AMY blockade. Conversely, the
inhibition of DA release may be because of blockade of
amy gdalar modulation of ventral tegmental area (Kaufling
et al. 2009}, the mam dopaminergic nucleus projecting to the
[C (Ohara er al. 2003). It has been proposed that emotionally
arousing tasks, such as CTA, engage AMY activation which
modulate memory strength and consolidation (MeGaugh
2004) not only during the acquisition period through stimuli
signaling, but through post-learning oscillations that promote
synaptic plasticity in co-active structures such as the IC (Pare
ef al. 2002). Such plasticity may need reactivation of
particular biochemical pathways to sustain the levels of
proteins that are required for the persistence of memory
(Wang et al. 2006). This hypothesis is supported by exper-
iments that showed that NMDA receptors synthesis is
required for CTA and fear conditioning consolidation since
the temporary knockout of the cortical NMDAr during either
learning or post-leaming consolidation stages causes severe
performance deficits for up to l-month afier taste memory
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training (Shimizu et al. 2000; Cui et @l 2005). The same
research group used an inducible and region specific protein
knockout technique to assess CaMKII role in post-leaming
stages; their results revealed that during the first week after
leamming, CAMKII reactivation is essential for memory
consolidation (Wang er @l 2003). Furthermore, it was
observed that fraining in an one-trial associative leaming
task induces expression of brain-derived neurotrophic lactor
in the hippocampus 12 h after leaming (Bekinschtein et al
2007). Similarly, it has been reported that novel taste leaming
induces two waves of mTor activation in the gustatory cortex
at 15 and 180 min after taste presentation (Belelovsky et all
2009). All these data indicate that several rounds of protein
synthesis take place as one of the off-hne processes involved
in the persistence of memory.

A great amount of evidence indicates that this process
could be taking place during sleep, which has been identified
as a state that optimizes the consolidation of declarative and
non-declarative memories (Smth 2001; Robertson et al
2004: Ellenbogen et al. 2006). Particularly, the slow-wave
sleep stage has been implicated in sleep-dependent memory
consolidation (Stickgold 2005; Walker and Stickgold 2006).
In this regard, there are reports of a significant increase in
noradrenaline release within prelimbic region of the rat
frontal cortex around 2 h after the acquisition of an odor
discrimination task (Tronel et al. 2004) that has been related
to an increment in the locus coerulens activity during slow-
wave sleep (Eschenko and Sara 2008). Nevertheless, there is
also evidence indicating that information is maintained and
processed during post-training wakelulness periods. Simul-
taneous neural recordings in the macaque neocortex, Le
posterior parietal cortex, motor cortex, somatosensory cortex
and dorsal prefrontal cortex, revealed that cells in all four
areas exhibit off-line firings related to the task (sequential
reaching behavior), and those cells tended to be coaclive
afterwards (Holfman and McNaughton 2002). Accordingly,
our data showed a cortical reactivation release of DA and
GLU several minutes afier the acquisition of taste aversion
could be taking part in the off-line processes that maintain
long-term memory, but its relation to sleep stages remains to
be studied.

Although it remains to be clarified whether several waves
of neurotransmitters release are necessary for ensembles of
neurons Lo sustain information while memory consolidates,
the present results suggest that long-term memory consoli-
dation depends on dopaminergic and glutamatergic activity
during the acquisition and during off-line post-acquisition
periods.
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Off-line concomitant release of dopamine and glutamate involvement in
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SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplemental Data

Gamma- aminobutyric acid (GABA) and norepinephrine (NE) monitoring.

Saccharin presentation induced a significant NE (F ;.= 7.774, p<0.01) but not
GABA release within the insular cortex. Such increment could be related to central
noradrenergic system activation during attention mechanisms (Robbins 1995, Robbins
1997) like those involved in the new stimuli exposure. It has been reported that /ocus
coeruleus (LC) neurons are activated by exposure to novel gustatory stimuli and
stressing experiences (Cole ef al. 1988) and since this noradrenergic nucleus sends
direct projections to the IC (Saper 1982) it is possible that the NE increments are part of
the mechanisms that allow the animal to focus on relevant or threatening situations such
as the ingestion of unknown food. The digestive malaise caused by i.p. LiCl injection
also induced a significant increment in NE release that was not seen in GABA
monitoring. Interestingly both LiCl and NaCl hypertonic solutions induce similar NE
release, indicating an unspecific response to the administration of the solutions.
Probably this response is due to the peritoneum irritation. This nociceptive stimulus is
processed trough the vagus nerve to the NTS which projects directly to the LC (Hassert
et al. 2004) and therefore the IC response through NE release (Fig. S1). Post-acquisition

GABA and NE monitoring of the SAC-LiCl and SAC-NaCl groups showed no



increments of these neurotransmitters, supporting the specificity of the glutamatergic
and dopaminergic signals in the memory formation.

Verification of probes and cannulae placement. After the experiments were
completed, rats were sacrificed with a pentobarbital overdose, and perfused
intracardially with saline 0.9%. Brains were removed and stored in paraformaldehyde
4% at 4°C. They were cut in 40 um coronal slices with a freezing cryostat. Mounted
slices were stained with cresyl violet, and the placement of the cannulae was verified by
analyzing the slices under the light microscope. All animals with an erroneous cannulae
placement were discarded from statistical analysis. Figure S2 presents a
microphotograph of the location of the microdyalisis probes and cannulae aimed to the
IC. In all groups the rats included in the microdialysis and pharmacological analyses
had the cannulae and probes within the granular and dysgranular region of the IC.
Eleven animals with erroneous guide cannulae placement were not considered for

analysis and are not included in the final indicated #.



Fig S1.
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Fig. S2




Fig S1. Norepinephrine and GABA levels do not change in the IC during the
post-acqusition period. (A) NE monitoring: SAC-LiCl, conditioned group received
0.1% saccharin solution followed by 0.4 M LiCl i.p. injection (7.5 mL/kg); SAC-NacCl,
non conditioned group received 0.1% saccharin solution followed by 0.4 M NacCl i.p.
injection (7.5 mL/kg); the CS elicited a significant NE increase in both groups and the
US elicited a 400% increase in both groups. (B) GABA monitoring in conditioned and
non-conditioned groups showed no changes. (C) NE responses of control groups to
stimuli: H20-LiCl group received tap water followed by 0.4M LiCl i.p.; H20-NaCl
group received tap water followed by 0.4M NacCl i.p; NE levels are increased following
both LiCl and NaCl administration and showed no post-acquisition increments. (D)
GABA responses to the LiCl and NaCl injection showed changes.(E) Backward
conditioning LiCI-SAC, received 0.4M LiCl i.p. and later 0.1% saccharin solution and
only showed the NE increase related to the US presentation and no post-acquisition
increment was observed. (F) GABA response during the backward conditioning.
Graphics expressed as means of %baseline release + SEM. *p <0.05, and **P <0.01

vs control group and # p<0.05 vs. baseline release.

Fig. S2 Representative photomicrograph of the guide cannula track aiming IC and

location of microdialysis membranes. The numbers above indicate mm from bregma.



Supplemental Experimental Procedures
Capillary electrophoresis analysis.

Optimization of the derivatization conditions.

Given the complexity of the biological sample due to the presence of a great number of
molecules that are prone to react with the fluorogenic compound, it was necessary to
use an analytical method that allowed us to separate, identify and quantify
simultaneously Glutamate and dopamine levels in the microdialysis samples. Since one
of the great advantages of using capillary electrophoresis as an analytical technique is
that it requires nanoliter volumes for injection, it allowed the analysis of small sample
volume collected in very short times. Since high sensitivity was required, the most
convenient detection method was laser induced fluorescence detection (LIFD).
According to the excitation wave length of the argon ion laser the fluorogenic reagent of
choice was 3-(2-furoyl)quinoline-2-carboxaldehyde (FQ, Molecular Probes) which react
in the presence of cyanide with the primary amine group of the molecules allowing the

simultaneous derivatization of catecholamines and aminoacids.

Several studies indicate the use of FQ for the detection of proteins, peptides and
aminoacids in different kinds of samples (Asermely et al. 1997, Liu et al. 2003, Paez &
Hernandez 2001). However, there is scarce reference of the FQ use for catecholamines
and aminoacids simultaneous analysis in microdialysis samples (Chen et al. 2001). For
this reason it was necessary to find the optimal derivatization conditions for our
particular samples in which different FQ (100, 200 and 300 nmol) and KCN
concentrations, sample quantities (2, 4, 8 uL) and microdialysis flow rates (0.5, 1
uL/min) were tried. Increasing FQ increased derivatization efficiency, but the lowest

suggested FQ concentration allowed us to reach optimal detection limits (see below).



Optimization of the separation. The derivatization products are hydrophobic molecules
with very similar electrophoretic movilities, so we used a capillary electrophoresis
modality known as  Micellar Electrokinetic Chromatography (MECK), based in
chromatographic an electrophoretic principles which allows to separate ionic and
neutral compounds depending on their electrophoretic mobilities and their partition
between a mobile aqueous phase and other semi-stationary composed of micelles
(Terabe 2008). Among the parameters that influence the resolution in MECK are
surfactant kind and concentration (sodium duodecyl sulphate or sodium deoxycholate)
25 or 35 mM; also type and proportion of organic modifier greatly affect partition
coefficient of the compounds of interest (methanol or acetonitrile). The optimization
was initially performed with 35 mM borate buffer at voltage of 20 kV and a temperature
of 25°C. The pH was varied between 9.3 and 9.7 and it was found that a ph of 9.6 was
optimal for the separation of catecholamines an aminoacids, including dopamine,
norepinephrine, glutamate and GABA. However, the run buffer content that had a
greater impact in these compounds resolution was methanol proportion varying from
13.5-15% v/v that allowed us to increase migration window and avoid overlapping of
the peaks of interest with interfering peaks. Instrumental parameters such as capillary
temperature and applied voltage were also optimized.

The procedure for microdialysis samples analysis was derivatization with 6 pL
of 16.67 M 3-(2-furoyl)quinoline-2-carboxaldehyde (FQ, Molecular Probes) in the
presence of 2 uL. of KCN 25 mM in 10 mM borate buffer (pH 9.2) and 1 pL of internal
standard (0.075 mM O-methyl-L-threonine). The mixture was allowed to react in the
dark at 65°C for 15 min. Separation and analysis was conducted in a Capillary
Electrophoresis system (Beckman-Coulter PACE/MDQ, Glycoprotein System) with

laser-induced fluorescence (LIF) detection, light at 488 nm from an argon ion laser was



used to excite the FQ-labeled analytes. The separation of compounds was based on a
micellar electrokinetic chromatography (MEKC) buffer system that included 35 mM
borates, sodium dodecylsulphate (SDS) 25mM, 13% methanol HPLC grade, final pH
9.6. The samples were injected hydro-dynamically at 0.5 psi for 5 s in a 75 pm 1i.d.
capillary (Beckman Coulter); then the separation was performed at 25 kV. After each
run the capillary was flushed with 0.1M NaOH, water and running buffer. The
glutamate and dopamine peaks were identified by matching the migration pattern with
those in a spiked sample and corrected by relating the area under the curve (AUC) of the
unknown sample with the AUC of the internal standard. Data were analyzed using
Karat System Gold generating a calibration curve of six points (see supplemental data).
All results were converted into percentage of baseline release (% BL = analyte
concentration * 100/mean of the three first samples).

Some validation parameters such as linearity, precision and limit of detection
were determined for dopamine, norepinephrine, glutamate and GABA. The results are

shown in Table S1.



Table S1

Validation data for dopamine, norepinephrine, glutamate and GABA.

Parameter Estimated value

Repeatability (n=6)
Relative migration time" Dopamine RSD= 1.96%

Norepinephrine RSD= 0.74%

Glutamate RSD= 0.71%
GABA RSD= 1.03%
Corrected peak area” Dopamine RSD= 4.3%

Norepinephrine RSD= 9.2%

Glutamate RSD= 5.8%
GABA RSD= 3.5%

Linearity (Number of concentrations for each

compound =6)

Dopamine: 0.1-10 nM R’=0.9928

Norepinephrine: 0.1-10 nM R?=0.9980

Glutamate: 0.01-5 pM R*=0.9984

GABA: 0.01-5 pM R*=0.9962

Aspartate: 0.01-5 uM R’=0.9973

Limit of detection

Dopamine 1 nM

Norepinephrine 1 nM

Glutamate 0.010 pM

GABA 0.001 pM

a Relative migration time (neurotransmitter/IS). IS= 0.075 mM O-metyl-L-treonine as Internal Standard.
b Corrected peak area (neurotransmitter/IS)

RSD= Relative Standard deviation
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