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Resumen

El reconocer un sabor es posible gracias al aprendizaje, el cual permite el
almacenamiento de informacion acerca del sabor y del contexto de su consumo,
que puede ser usado como guia en la ingesta futura de alimento. La memoria del
sabor en términos de adaptacion evolutiva es necesaria para la adecuada
identificacion de los alimentos disponibles en el ambiente. Diversos experimentos
que emplean modelos de aprendizaje en ratas y otras especies animales sefialan
varias etapas en la formacién y/o evocacién de la memoria y apoyan el papel de la
histamina en los mecanismos fisiolégicos de formacién de la memoria. En el
laboratorio los modelos experimentales comunmente utilizados para el estudio de
la formacidn de la memoria gustativa son; el aprendizaje apetitivo o de preferencia
y el aprendizaje aversivo, sin embargo ambos modelos de estudio requieren que
los sujetos experimentales estén privados de liquidos por largos periodos de
tiempo (incluso 24 horas), lo que modifica las conductas de motivacion de los
sujetos que en otras condiciones no se verian forzados a realizar éstas conductas.
De tal forma, resulta de importancia la implementacion de un protocolo donde los
sujetos no estén privados de liquidos y asi comparar los efectos de la privacion, de
la saciedad sobre la motivacion y su impacto en el estado animico y metabdlico

durante el aprendizaje y la formacion de la memoria.



I. INTRODUCCION

El reconocimiento de un sabor novedoso es una respuesta instintiva, parte de un
repertorio conductual innato que posteriormente puede incluir procesos cerebrales
para recordar experiencias pasadas donde el sabor de un alimento fue asociado
con las consecuencias de su ingesta. Por lo tanto, se puede decir que el
reconocimiento de un sabor resulta del aprendizaje, el cual permite el
almacenamiento de informacion acerca del sabor y del contexto de su consumo,
que puede ser usado como guia en la ingesta futura de alimento (Nufez-Jaramillo
et al., 2010).

Estudios han demostrado que el procesamiento de un estimulo gustativo es muy
complejo, porque la codificacion del sabor abarca tanto el valor heddnico
inmediato asi como la propia experiencia con el sabor percibido (Purdn-Sierra et
al., 2014).

La memoria gustativa permite el reconocimiento del sabor, involucrando tanto el
gusto como el olor, asi también las diferentes caracteristicas relacionadas con su
valor hedoénico, grado de familiaridad, y las caracteristicas nutritivas o téxicas
asociadas con el sabor que, en términos de adaptacion evolutiva, son necesarios
para la adecuada identificacion de alimentos, y por lo tanto ayudar a determinar la

probabilidad de supervivencia y reproduccién (Nufiez-Jaramillo et al., 2010).

Evidencia acumulada en afos recientes ha permitido establecer claramente que la
histamina, como un neurotransmisor clasico en el sistema nervioso central esta
involucrada en procesos cognitivos de alto orden. Numerosos experimentos
utilizando diferentes modelos de aprendizaje en ratas y otras especies animales
sefalan el papel de la histamina en los mecanismos fisioldégicos de la memoria, asi
como en las etapas de la formacion y/o recuperacion de la memoria (Seagel et al.,
20006).



Por otra parte, el estudio cientifico de la conducta dio un importante paso cuando
el concepto de motivacion (algunas veces llamada conducta instintiva, conducta
impulsiva o auto-regulatoria) fue ampliamente aceptado. Es importante entender
por qué, de todas las muchas posibles conductas en un contexto dado, los
animales usualmente realizan solo unas cuantas o solo una. Ademas, animales en
un contexto especifico realizan una accion y, en otro tiempo en el mismo contexto
exacto, realizan otra accidn que a veces puede ser opuesta a la primera. La
motivacion puede ser afectada por el estado interno del animal, y como otras
teorias han sugerido, la excitacibn o la energizacién de la conducta es un

componente central de la motivacion (Torrealba et al., 2012).

La importancia de comprender los mecanismos complejos durante la formacion de
la memoria y aprendizaje, asi como las variables motivacionales y conductuales
en dichos procesos, haciendo énfasis en los modelos de estudio que se emplean

en el laboratorio, son los factores que llevan a la realizacion del siguiente trabajo.



Il. ANTECEDENTES

A través del cerebro continuamente se procesa informacion proveniente de una
gran variedad de receptores corporales que registran procesos y estados
fisiolégicos. En pocas palabras, logramos percibir y estar conscientes de variadas
sensaciones del cuerpo, como el frio, el calor, el prurito, el dolor, el cansancio
muscular, etc., o de sensaciones imprecisas que se originan en la region pectoral,
estomacal y las visceras, como son la falta de aire, el hambre o malestar

gastrointestinal, como algunos ejemplos (Craig, 2002).

Debido a que el consumo de alimentos es una conducta que requiere de la
retroalimentacion de los cambios ocurridos en el cuerpo, cada vez esta mas claro
que el sistema interoceptivo es un componente indispensable durante la
alimentacién para procesar la informacién homeostatica y su impacto emocional.
El consumir alimentos podria parecer una tarea comun que se lleva a cabo debido
a la sensacion de hambre o sed, cuya respuesta deberia ser buscar la saciedad a
dichas sensaciones, sin embargo dentro de ésta conducta se despliega una
variedad de procesos fisioldgicos y cognitivos (como la memoria, la toma de
decisiones, etc.), cuyo objetivo es mantener un balance de los requerimientos del

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

Percepcion de los sabores

El sentido del gusto transmite al cerebro la naturaleza quimica de la gran variedad

de sustancias con las que nos alimentamos (Miranda, 2012).

Cuando una sustancia entra en contacto con el sentido del gusto de inmediato se
realiza un reconocimiento del sabor, esto es posible gracias a que el gusto y el
olfato permiten clasificar las propiedades de dicha sustancia a una o mas

modalidades gustativas.



De manera primordial, el sentido del gusto identifica las categorias basicas del
sabor en las sustancias: dulce, salado, amargo, acido y umami. La percepcion
especifica y altamente eficiente de todas estas modalidades gustativas basicas se
logra al detectar las moléculas que las caracterizan; por ejemplo, lo dulce con
carbohidratos: lo salado con iones y minerales; lo amargo con alcaloides, lo acido
con acidos, y lo umami con los aminoacidos de las proteinas, todos ellos

contenidos en diferentes concentraciones en cada alimento (Miranda, 2012).

Procesamiento central del gusto

El reconocimiento de un sabor va mas alla de la codificacion de las diferentes
modalidades basicas del sentido del gusto, la respuesta activa de neuronas
permite una integracion de la informacion de manera mas amplia y compleja, ya
que al mismo tiempo dicha informacién necesita ser evaluada, comparada y
catalogada. De este modo, la activacion de las diferentes regiones que
comprenden la ruta central del sabor donde se procesan e integran aspectos mas
complejos, permite procesar de forma paralela la nueva informaciéon y compararla

con la adquirida previamente (Miranda et al., 2011).

Se han estudiado desde diferentes enfoques las vias neuronales por las cuales se
transmiten las sefales del sabor asi como las sensaciones viscerales, que son
relevantes para la formacion de la memoria gustativa, sin embargo, de manera
general se considera que el nucleo del tracto solitario, nucleo parabraqueal, nucleo
basal magnocelular, la amigdala y la corteza insular son areas que tienen una
funcidn esencial para el procesamiento del sabor y durante la formacion de la
memoria gustativa (figura 1), aunque la lista sigue en aumento al realizarse mas

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

(modificado de Nufiez-Jaramillo et al., 2010).

La ruta de procesamiento del sabor en el sistema nervioso central se logra gracias
a la actividad de diversos neurotransmisores en diferentes areas cerebrales (figura
2), que permiten el procesamiento de los estimulos percibidos a través de los
organos periféricos y a través de los nervios facial, glosofaringeo y vago,
posteriormente a las distintas regiones centrales cerebrales (Yamamoto et al.,
1994).

Cuando los nervios facial, glosofaringeo y vago son activados ante un sabor éstos
transmiten mediante proyecciones neuronales hacia la parte rostral del nucleo del
tracto solitario, el cual es el primer relevo central sinaptico para la transmision de
la informacion gustativa. Cabe mencionar que el nucleo del tracto solitario también
recibe proyecciones desde el nucleo central de la amigdala (Nufiez-Jaramillo et
al., 2010).
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Posteriormente las neuronas activadas en el nucleo del tracto solitario proyectan
ipsilateralmente a las neuronas del nucleo parabraqueal el cual es el siguiente
punto de relevo en la via. El ndcleo parabraqueal tiene un rol importante en la
formacion de la memoria aversiva al sabor, ya que es una de las areas centrales
donde la memoria gustativa interactua con las senales de malestar visceral. El
nucleo parabraqueal se comunica a la vez con el hipotalamo, la amigdala, la

corteza insular, entre otros (Nufnez-Jaramillo et al., 2010).

La amigdala esta involucrada en el procesamiento de las emociones y tiene un rol
importante en la modulacion de la formacion de la memoria. Es una estructura
fundamental encargada de procesar el valor hedonico y aversivo, no solo de lo
que se come, sino también de una gran gama de experiencias. La activacion de
las neuronas de la amigdala desencadena a su vez la activacion de otras
estructuras, incluyendo varias regiones corticales que almacenan la informacion a
largo plazo, en otras palabras se encargan de modular la consolidacion de la

memoria del sabor (Nunez-Jaramillo et al., 2010).

Finalmente, la corteza insular (que incluye a la corteza gustativa), funciona como
una estructura integradora; ya que sus neuronas son capaces de responder a
diferentes modalidades gustativas, asi como a la temperatura, tacto, dolor y al

estado visceral (Nufez-Jaramillo et al., 2010).

La corteza insular se encuentra conectada con diferentes sistemas de
neurotransmision los cuales son capaces de liberar neurotransmisores como
histamina, acido gamma-aminobutirico, acetilcolina y glutamato; tiene conexiones
en ambos sentidos con la amigdala, aferencias desde el nucleo basal
magnocelular y el talamo, conexiones con el nucleo parabraqueal y eferencias
hacia el nucleo del tracto solitario. Por lo anterior se considera que la corteza
insular es una estructura fundamental para la memoria gustativa, tanto aversiva
como apetitiva, ya que estudios han demostrado que si se inactiva temporalmente,
o se realizan lesiones en ésta area los procesos de adquisicion y evocaciéon se ven

afectados durante el entrenamiento al CAS (Nufiez-Jaramillo et al., 2010).
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Figura 2. Rutas centrales del sabor en el cerebro humano activadas a partir del nucleo del tracto
solitario el cual proyecta a regiones centrales, que incluyen el tadlamo, la amigdala y la corteza

insular, entre las principales (modificado de Miranda et al., 2011).

Memoria y aprendizaje

El aprendizaje y la memoria son procesos complejos y fundamentales para la
supervivencia del individuo, ambos estan estrechamente relacionados ya que al
tener una experiencia nueva la informacion que se puede obtener es “aprendida” y

luego repetida gracias a que fue “recordada”.

Por definicion el aprendizaje es la adquisicion de nueva informacién, mientras que
la memoria es el proceso por el cual la informacion derivada de una experiencia

persiste a través del tiempo (Kandel et al., 2001).
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La memoria es la representacion interna de nuestras experiencias. El proceso
para lograr la formacion de dichas representaciones comprende varias fases
(Kandel et al., 2001).

1) Adquisicion. Es el proceso por el cual la informacion percibida a través de la
estimulacion sensorial es traducida y representada (codificada) en el sistema

nervioso.

2) Consolidacion. Es el proceso por el cual la representacion interna gradualmente
pasa de un estado labil a uno mas estable; la consolidacién es un estado

dinpamico que cambia conforme pasa el tiempo.

3) Evocacion. Es la recuperacion de la representacion de la memoria a través de

recordar o ejecutar lo aprendido.

Clasificacion de la memoria

Durante muchos afios se han propuesto diversas clasificaciones de la memoria de
acuerdo al tiempo que la informacidén se encuentra disponible para su uso o las
tareas a las que sirve e incluso el nivel de consciencia del individuo en el momento
de adquirirla, registrarla o recuperarla (Romero-Bermudez y Hernandez-Garzon,
2011), sin embargo no existe una clasificacion determinada ni modelos especificos

contenidos en una sola clasificacion.

Por lo tanto, basandose en el tiempo que dura almacenada la informacion
adquirida, se describen dos tipos basicos: memoria a corto plazo y memoria a

largo plazo (Bermudez-Rattoni y Prado-Alcala, 2001).

La memoria a corto plazo permite retener momentaneamente la informacion vy
hacer uso de ésta durante segundos mientras es mantenida en la mente. A su vez
la memoria a corto plazo se puede dividir en dos tipos: sensorial o inmediata y

memoria de trabajo (Purves et al., 2004).
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Memoria sensorial: también llamada memoria inmediata, comprende la
capacidad habitual de mantener en la mente experiencias durante
fracciones de segundo. En ésta memoria se almacena la informacion que
proviene del medio externo (sonidos, olores, imagenes, sabores, etc.) que
ingresa al sistema a través de los dérganos sensoriales para su
reconocimiento y clasificacidén en base a las caracteristicas fisicas de los
estimulos (Goio et al., 2012). La capacidad de la memoria sensorial es muy
amplia y cada modalidad sensitiva (visual, verbal, tactil, etc.) parece tener
Su propio registro de memoria. La memoria sensorial a su vez se divide en
memoria iconica y memoria ecoica (Purves et al., 2004).

Memoria de trabajo. Es la capacidad para mantener en la mente la
informacion durante segundos o minutos una vez pasado el momento
presente, por lo que no forma registros duraderos, (Purves et al., 2004).
Este tipo de memoria permite realizar varias actividades de manera
simultanea, seleccionando, utilizando y descartando informacién necesaria

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

Por otra parte, la memoria a largo plazo permite la retencidn de la informacién

adquirida de manera mas estable para su almacenamiento durante dias, semanas

0 incluso durante toda la vida (Purves et al., 2004). Diversos estudios han

demostrado que la memoria a largo plazo puede dividirse en varias categorias, por

ejemplo, en base a la forma de expresar la informacion adquirida cuando se

recupera encontramos la memoria declarativa (o explicita) y la memoria no
declarativa (Goio et al., 2012).

Memoria declarativa. Se basa en una clasificacion especificamente
humana, ya que es la Unica especie que es capaz de “declarar’
verbalmente a través de un lenguaje. Esta memoria contiene la informacion
aprendida sobre los eventos, lugares y objetos (tiempo, lugar y
circunstancia) y los conceptos, a la vez que dicha informacion es evocada
de manera consciente (Goio et al,, 2012). En esta memoria encontramos

dos subdivisiones: la memoria episddica, que se refiere a la informacion de
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acontecimientos de la vida propia, permite recordar eventos puntuales, y la
memoria semantica, donde se almacena la informacion que no requiere de
un contexto espacio-temporal especifico. (Romero-Bermudez y Hernandez-
Garzén, 2011).

- Memoria no declarativa. También conocida como memoria implicita o
memoria de procedimiento, implica habitos, habilidades y asociaciones,
guarda una relacion con la conducta motora y se accede a ella de manera
inconsciente; cabe mencionar que la gran mayoria de los modelos animales
estan contenidos en ésta clasificacion (Goio et al., 2012; Purves et al,,
2004).

Memoria del sabor

La memoria del sabor esta incluida dentro de la clasificacion segun modalidad
sensorial. Es una de las habilidades mas importantes que los animales han
desarrollado a través de la evolucion para permitir el reconocimiento de un sabor

nutritivo o nocivo (Bermudez-Rattoni et al., 2014).

La formacion de la memoria del sabor, como muchas otras memorias, requiere de
la activacion neuronal que induzca cambios estructurales y funcionales en los
circuitos de redes neuronales. Mediante diversos estudios se ha demostrado un
amplio rango de mecanismos celulares y moleculares que contribuyen a la

formacion de la memoria del sabor (Nufez-Jaramillo et al., 2010).

A través de la conducta alimenticia se lleva a cabo la formacion de la memoria del
sabor, debido a que el individuo necesita evaluar la calidad, cantidad y valor
heddnico del sabor del alimento basandose en una amplia variedad de
sensaciones. Una vez que los atributos del estimulo han sido detectados, la
memoria del sabor permite asociar los estimulos con las consecuencias post-

ingesta (Nufez-Jaramillo et al., 2010).

Cuando un animal encuentra un sabor novedoso en un principio duda sobre

consumirlo o no, por lo que muestra un consumo reducido, es decir, tiene una

16



respuesta de neofobia. Sin embargo cuando el sabor nuevo no tiene
consecuencias negativas después de su ingesta, pasa a ser reconocido como
seguro y existe una preferencia lo que implica un incremento en su consumo, a
este proceso se le conoce como atenuacion de la neofobia. Por otra parte, si el
sabor nuevo es asociado con un malestar, el animal lo rechazara la proxima vez
que lo encuentre, desarrollando una aversién al sabor (Bermudez-Rattoni et al.,
2004).

El conocer las vias neuronales que estan involucradas en la formacion de la
memoria del sabor, las diferencias entre el estimulo condicionado (sabor) y el
estimulo no condicionado (respuesta visceral), entre otras caracteristicas, hacen
de la memoria del sabor un modelo experimental muy util para estudiar los
sustratos moleculares, celulares y anatomicos que intervienen en la formacion de
la memoria durante las diferentes fases que la componen (adquisicién,

consolidacion, evocacion y extincion) (Bermudez-Rattoni et al., 2001).

Modelos de estudio

Cuando nos alimentamos existen reacciones naturales que pueden ser
observadas e interpretadas para analizar la respuesta ante un sabor, como las
secuencias de movimientos faciales al probar y consumir un determinado alimento
(agrado, desagrado, etc.) asi también como cuantificar su consumo (Bermudez-
Rattoni y Prado-Alcala, 2001).

En el laboratorio son dos los modelos experimentales comunmente utilizados para
el estudio de la formacion de la memoria; el aprendizaje apetitivo o de preferencia
y el aprendizaje aversivo; ambos permiten estudiar como se procesa un estimulo
gustativo novedoso durante las diferentes etapas de formacion de la memoria

(Nufez-Jaramillo et al., 2010).

Hablamos de memoria apetitiva al sabor cuando un animal consume un sabor

novedoso que no genera sintomas de malestar, lo que ocasiona posteriormente
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una respuesta apetitiva en las siguientes exposiciones (por ejemplo, incrementa la
conducta de busqueda o aumenta el consumo) asi como puede mostrar
preferencia al sabor cuando tiene opcion de escoger (Nufez-Jaramillo et al.,
2010).

Para estudiar la memoria aversiva al sabor se emplea el modelo de
condicionamiento aversivo al sabor (CAS). El CAS es un modelo de aprendizaje
asociativo donde se genera una aversion a un sabor novedoso (estimulo
condicionado, EC) cuando éste es seguido de un malestar gastrico (estimulo

incondicionado, El) (Nufiez-Jaramillo et al., 2010).

El CAS ocurre después de un solo ensayo de asociacion entre los dos estimulos y
se genera incluso cuando hay un retraso de varias horas entre el consumo del
alimento (EC) y la aparicién del malestar visceral (El), que puede permanecer por
varias horas, dias o anos (figura 3). Cabe mencionar que al incrementar el
intervalo de tiempo entre la presentacion del sabor y el malestar visceral, el
aprendizaje a la aversion tiende a disminuir gradualmente (Miranda, 2012).

El modelo de CAS aplicado en ratas es robusto y replicable, asi también se puede
demostrar y cuantificar mediante la presentacién de un estimulo gustativo
novedoso, generalmente una solucion de sacarina en un porcentaje determinado,
que es seguido de la administracion de un agente farmacoldgico que provoca un
malestar visceral, usualmente una inyeccion i.p. de LiCl (Miranda et al., 2003).

Ampliamente utilizado, el CAS puede tener un gran numero de combinaciones
entre el sabor novedoso, la via de presentacion, los tiempos de exposicion e
incluso el intervalo de tiempo entre la presentacién del sabor novedoso y el

estimulo generador de malestar, segun el protocolo a seguir (Miranda, 2012).
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Figura 3. a | Cuando un animal ingiere una sustancia nueva que es inofensiva, gradualmente
aprende que su consumo es seguro. Las flechas representan los posibles inicios del malestar. b |
Consumo de una solucion de sacarina 0,25% (expresado en porcentaje de linea base de agua)
consumida durante la primera presentacion (adquisicién) y presentaciones posteriores. Existe una
disminucién en el consumo (neofobia) durante la primera presentaciéon de sacarina. Los puntos
morados representan un grupo que recibié un estimulo inductor de malestar (inyeccion i.p. de LiCl)
15 minutos después de la primera exposicion a la sacarina, desarrollando un condicionamiento
aversivo al sabor. Los puntos rosas representan a un grupo que muestra atenuacion de la
neofobia, ya que los animales no recibieron el LiCl (modificado de Bermudez-Rattoni et al., 2004).

Cabe senalar que los modelos de estudio previamente mencionados tienden a
privar de liquidos a los sujetos de estudio por largos periodos de tiempo (incluso
24 hrs), provocando cambios en los estados motivacionales para la busqueda de
liquidos, asi como procesos de atencion relacionados al consumo de liquidos, que
se piensa podria modificar la conducta de ingesta de los animales ya que es un

parametro fundamental en los modelos de aprendizaje y memoria del sabor.
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Motivacion

La palabra motivacion se deriva del latin motivus que significa “causa del
movimiento”, lo cual sugiere propiedades de activacibn motora para generar la
conducta. Actualmente, se entiende que motivacién implica a los estados internos
que dirigen al organismo hacia “metas” o fines determinados y le confieren

intensidad a la conducta (Escobar Briones et al., 2011).

Existen conductas que son basicas y esenciales para la supervivencia del
individuo y por ende no deja de realizarlas a menos que enferme y/o muera;
dichas conductas las organiza y realiza por tiempos (comer, beber, acicalarse,
explorar o dormir), y solo si se introducen elementos nuevos en su ambiente (otro
individuo, un objeto, otra comida, etc.) emergen comportamientos distintos en
respuesta a las nuevas condiciones, pero aun en estos casos las conductas

basicas no desaparecen, sélo se reorganizan (Escobar Briones et al., 2011).

Una conducta motivada u orientada a una meta inicia por estimulos internos vy
externos e involucra conductas de desplazamiento hacia la meta, aumento del
nivel de alertamiento (arousal en inglés) y orientacion del organismo en
direcciones que lo acercan o lo alejan de metas especificas (Mifiana-Solis et al.,
2009).

El dolor, el hambre, la angustia y el castigo son fuentes poderosas y comunes de
motivacion. Las conductas motivadas suelen ser anticipatorias y, como tales,
incluyen aspectos cognitivos asociados con aprendizaje y planeacion. La
motivacion y la anticipacidn pueden surgir como resultado de la expresién de
relojes bioldgicos que le confieren orden temporal a los procesos fisiologicos y a la
conducta (Escobar Briones et al., 2011).

La satisfaccion de una necesidad (fisiolégica o cognitiva) requiere que los
componentes individuales de la conducta se organicen en una secuencia

especifica, orientada a una meta. Se sugieren tres estados secuenciales que son
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comunes a una variedad de conductas adaptativas u orientadas a un objetivo

determinado (Escobar Briones et al., 2011).

- Fase de iniciacion, que puede ser inducida por deficiencias fisiologicas,
sefales sensoriales exteroceptivas o informacion cognoscitiva.

- Fase de procuracién, que consiste en la excitacion o alertamiento general
asociado con la ejecucidén de conductas de desplazamiento, la informacion
sensorial exteroceptiva, la utilizacion de experiencias pasadas (aprendizaje
y las respuestas viscerales que regulan los procesos homestaticos.

- Fase consumatoria, que incluye la realizacibn de respuestas motoras
preprogramadas (como lamer, masticar y deglutir, en la conducta de
ingesta), la retroalimentacion sensorial (como gusto y olfato), los
mecanismos de saciedad que estan involucrados en la terminacién de la
respuesta, al igual que de reforzamiento, que predispone la conducta futura

del animal dependiendo de las consecuencias de las respuestas pasadas.

Estudiar los estados de motivacién y sus mecanismos implica ciertas limitaciones,
ya que no es posible observar la “motivacion” de manera directa o aislada, sino
que debe inferirse a partir de cambios en la conducta asociados con estimulos
internos o externos y con procesos de aprendizaje. Asimismo, la diversidad en la
expresion de la conducta impone una enorme dificultad para determinar las

causas Y los niveles internos de motivacion (Hebb, 1995).

Motivacién y aprendizaje: sed y hambre como reguladores de aprendizaje

Una conducta alimenticia apropiada es esencial para la supervivencia de los
animales, ésta conducta debe estar coordinada con las condiciones ambientales,
tales como el ciclo luz-oscuridad y la disponibilidad del alimento, asi como los
requerimientos fisiolégicos internos, como son mantener las funciones

gastrointestinales y balance energético (Anne-Marie Poulin et al., 2008).
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La ingesta de alimentos y liquidos es esencial para que los animales obtengan los
nutrientes adecuados y rechacen aquellos que contengan toxinas; sin embargo,
cuando su disponibilidad esta restringida a un horario de pocas horas en un
tiempo determinado durante el dia, los animales desarrollan un ritmo circadiano de

entrenamiento alimenticio (Mendoza J. et al., 2005).

Las ratas mantenidas en horarios de alimentacion restringidos muestran el
comportamiento llamado “actividad alimenticia anticipada” que se manifiesta
dentro de las horas precedentes al acceso al alimento por la alerta y un
incremento en la exploraciéon asi como la locomocion de forrajeo (Anne-Marie
Poulin et al., 2008). También, los animales que se encuentran bajo horarios de
alimentacion restringidos estan expuestos a una alternancia de intervalos de
comida y ayuno (que pueden ir de mayor a menor tiempo), lo que les lleva a un
estado catabdlico cronico, y en dichas condiciones tienden a desarrollar un estado
de excitacion producido por el alimento; el aprendizaje al igual que los
reforzadores (alimento) permiten que estas conductas permanezcan aun cuando

los animales no estan privados de alimentos (Anne-Marie Poulin et al., 2008).

Anatomia funcional de la corteza insular

La corteza insular (o isla de Reil) forma parte de la neocorteza, en roedores,
primates y humanos esta ubicada lateralmente en el I6bulo temporal, también se
conoce como el “quinto I6bulo escondido” ya que se localiza en lo profundo de la

fisura de Silvio (Moraga-Amaro et al., 2014).

De manera particular en roedores la corteza insular (Cl) se encuentra a lo largo de
la unién del surco rinal y la arteria cerebral media; en direccion rostro-caudal
abarca desde la corteza frontal lateral hasta la corteza peririnal, y de manera
dorso-ventral ocupa desde la corteza somatomotriz hasta la corteza piriniforme
(Bermudez-Rattoni, 2014; Paxinos, 1995). En la modelo de rata las coordenadas
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son: antero-posterior +1.7 mm, +1.00 y -0.40 mm respectivamente con respecto de

Bregma (Paxinos, 1995; Paxinos y Watson, 1998).

La corteza insular a su vez ha sido dividida en tres areas principales: el area
granular dorsal, el area disgranular medial y el area agranular ventral (figura 4). El
area granular esta relacionada con las areas corticales que procesan los estimulos
viscerales, el area disgranular corresponde a la integracion de las modalidades
gustativas y finalmente se ha relacionado al area agranular con la integracion
multimodal autondémica y limbica; en ratas la corteza principal de percepcién

gustativa se encuentra en el area disgranular (Bermudez-Rattoni, 2014).
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Figura 4. Representacién de secciones coronales de ratdén (izquierda) y rata (derecha) en
diferentes cortes antero-posterior desde Bregma tomada como cero. En color rojo area granular;

amarillo, area disgranular y verde area agranular (modificado de Bermudez-Rattoni, 2014).

La conectividad de la corteza insular involucra varios sistemas de
neurotransmisién, neuronas o terminales neuronales que son capaces de liberar
GABA, ACh y glutamato, entre otros; tiene conexiones en ambos sentidos con la
amigdala, aferencias desde el NBM y el tdlamo, conexiones con el NPB y

eferencias hacia el NTS. (Nuhez-Jaramillo et al., 2010).

De igual forma, las multiples conexiones anatomicas de la corteza insular hacen
que dicha regiéon tenga un papel importante en la mediacién de reacciones
viscerales debido a las distintas modalidades de informacion que recibe
(Bermudez-Rattoni, 2014).
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Se ha encontrado que el consumo de un sabor novedoso induce un incremento en
la expresidn de c-Fos en la CI, un nivel mayor comparado con la expresion
inducida por un sabor familiar y lo mismo ocurre cuando se realiza un CAS con un

sabor nuevo en comparacion con un sabor familiar (Nunez-Jaramillo et al., 2010).

Por lo anterior se considera que la corteza insular es una estructura fundamental
para la memoria gustativa, tanto aversiva como apetitiva, ya que estudios han
demostrado que si se inactiva temporalmente, o se realizan lesiones en ésta area
los procesos de adquisicibn y evocacion se ven afectados durante el

entrenamiento al CAS. (Nufez-Jaramillo et al., 2010).

Histamina: metabolismo y distribuciéon

La histamina es un mediador de diversos procesos fisioldgicos y patologicos
dentro y fuera del sistema nervioso y cuya existencia se conoce desde hace
aproximadamente 50 afios. Tiene un papel como estimulante enddégeno de la
secrecion gastrica, asimismo la liberacion de histamina esta involucrada en la
patogénesis de varias reacciones inflamatorias y en la regulacién de la respuesta
inmune al ser liberada por los mastocitos y basofilos, los cuales son las principales

reservas celulares de histamina en los tejidos periféricos (Siegel et al., 2006).

En el sistema nervioso central la histamina también actia como neurotransmisor
clasico al ser liberado por neuronas histaminérgicas. Los cuerpos celulares de las
neuronas histaminérgicas estan localizados exclusivamente en el nucleo
tuberomamilar del hipotalamo posterior donde sus axones se proyectan de una
forma divergente hacia multiples areas cerebrales que incluyen el hipotalamo, el
talamo, la corteza cerebral, la amigdala y el septum pellucidum (Beghdadi et al.,
2009).
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La histamina es metabolizada por dos vias (figura 5), la primera es la oxidacion,
que se realiza por la diamino oxidasa, llevando a la histamina a acido imidazol-
acético; por otra parte la transmetilacion, que es efectuada por la N-
metiltransferasa, produciendo tele-metilhistamina (Arrang, 2007; Siegel et al.,
2006).

Figura 5. Sintesis y metabolismo de histamina. Las flechas continuas indican la via de formacién y
catabolismo de histamina en el cerebro, mientras que las flechas punteadas muestran vias
adicionales que pueden ocurrir fuera del sistema nervioso: HDC, histidina descarboxilasa; HMT,
histamina metiltransferasa; DAO, diamino oxidasa; MAO, monoamino oxidasa. En paréntesis se
muestran aldehidos intermedios que han sido hipotetizados pero no aislados (modificado de Siegel
et al., 2006).

La biosintesis de histamina en el cerebro (figura 6) comprende dos pasos basicos:
el transporte dentro de las células del precursor L-histidina y su procesamiento por
la enzima histidina descarboxilasa; posteriormente la histamina que es sintetizada
en el interior de las neuronas es transportada a vesiculas por el transportador
vesicular de monoaminas y liberada en las terminaciones sinapticas de las

neuronas histaminérgicas (Arrang, 2007).
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Mediante estudios inmunohistoquimicos se ha observado que existe una mayor
actividad de histidina descarboxilasa en el hipotalamo, mientras que se han
encontrado niveles menores en el cerebelo y otras areas del telencéfalo (Arrang,
2007).

En el cerebro de la rata, el nucleo tuberomamilar consta de un aproximado de
2000 neuronas histaminérgicas (Ericson et al., 1987), mientras que en humanos
se ha descrito una organizacion similar, excepto que el numero de neuronas
histaminérgicas es mayor (~64000) y ocupan una proporcion mas larga en el

hipotalamo (Airaksinen et al., 1991).
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Figura 6. Metabolismo de histamina y sefialamiento en el cerebro. AA, acido araquidénico; AC, adenilato ciclasa; DA, dopamina; ERK, quinasa
relacionada a sefalamiento extracelular; GABA, acido y-aminobutirico; GC, guanilato ciclasa; Glu, glutamato; IP3, inositol-1,4,5-trifosfato; NA,

noradrenalina; PKA, proteina cinasa A; PLA,, fosfolipasa A,; PLC, fosfolipasa C; NO, oxido nitrico (modificado de Arrang, 2007)
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Receptores histaminérgicos

Se han encontrado cuatro subtipos de receptores a histamina: H4, Hy, H3 y Hg; sin

embargo sélo los 3 primeros se consideran participes en la actividad cerebral, ya

que el cuarto receptor tiende a mostrar niveles muy bajos o nulos en el cerebro,

caso contrario a lo observado en tejidos hematopoyéticos y diferentes lineas

celulares fuera del sistema nervioso central donde se han encontrado altos niveles

de expresion de dicho receptor (figura 7). Todos pertenecen a la superfamilia de

receptores metabotropicos con 7 dominios transmembranales acoplados a
proteina G, (Arrang, 2007; Beghdadi et al., 2009).

Receptor H,. Principalmente media las respuestas excitatorias en el
cerebro como la despolarizaciéon de la membrana y/o un incremento en la
frecuencia de disparo de muchas neuronas. También actua como mediador
en la mayoria de los efectos proinflamatorios de histamina (Arrang, 2007).
Receptor H,. Esta presente en la activacion de la adenilato ciclasa y por
ende el subsecuente incremento en el AMPc y la activaciéon de la proteina
cinasa A, similar al receptor Hi usualmente media la respuesta excitatoria
en las neuronas. De igual forma el receptor H; interviene en procesos como
la inhibicion de quimiotaxis en neutrdéfilos polimorfonucleares, la secrecién
de IL-12 por monocitos y la induccion de produccion de IL-10 (Arrang, 2007;
Beghdadi et al., 2009).

Receptor Hs. Este receptor se encuentra expresado principalmente en
neuronas del sistema nervioso central y periférico. Estudios en cerebros de
ratas y humanos han demostrado que los receptores Hjz presinapticos
localizados en terminaciones nerviosas histaminérgicas actuan como un
autorreceptor para controlar la sintesis y liberacion de histamina y a su vez,
actuan como heterorreceptor que influencia la liberacion de otros
neurotransmisores como dopamina, acido y-aminobutirico, noradrenalina,
acetilcolina, serotonina y taquinina (Arrang, 2007). Debido a la localizacion
de su expresion se ha sugerido que el receptor H; sea mediador en varias

funciones del sistema nervioso central que afectan a una gran variedad de
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conductas; en éste contexto la histamina ha mostrado tener un rol
importante en la regulacion del estado de alertamiento o excitacion, la
actividad motora, la ingesta de alimento y procesos de memoria y cognicion
(Beghdadi et al., 2009).

- Receptor H4. En contraste a los receptores anteriores, el Hy es expresado
predominantemente en células hematopoyéticas, y los agonistas a éste
receptor han mostrado inducir quimiotaxis de mastocitos y eosindfilos, al

igual que la produccion de IL-16 por las células T (Beghdadi et al., 2009).

® HIl
W H2
A H3

Figura 7. Principales proyecciones histaminérgicas y distribucion de los receptores a histamina en
el cerebro de rata. Las figuras marcadas muestran los principales sitios donde se localiza cada
subtipo de receptor. En areas que tienen mas de un subtipo la figura con mayor tamafio indica cual
subtipo predomina. Acc, nucleo accumbens; Amy, amigdala; Hipot, hipotalamo; Str, cuerpo

estriado; SN, sustancia nigra (modificado de Kdhler et al., 2011).

La caracterizacion de los subtipos de receptores a histamina se logroé gracias a
multiples ensayos inmunohistoquimicos, clonacién de genes, pruebas con

agonistas y antagonistas con diversos grados de afinidad (figura 8) y con animales
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genéticamente modificados para carecer de dichos receptores (Arrang, 2007,
Siegel et al., 2006).

DAG + InsP4 cAMP
b |
PKC Ca®* PKA

Figura 8. Principales vias de sefalizacion de los receptores de histamina. Se observa la unién de
la histamina a los cuatro receptores acoplados a proteina G y la variedad de vias sefalizacion
intracelular. El receptor H; activa el metabolismo del fosfatidilinositol mientras que los otros
receptores ya sea positiva (receptor H,) o negativamente (receptores Hiz y Hy) regulan la actividad
de la adenilato ciclasa. Cabe mencionar que existen vias de sefializacién adicionales que se han
descrito pero que no se muestran en la figura. PIP,, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; PLC, fosfolipasa
C; AC, adenilato ciclasa; ATP, adenosin trifosfato; AMPc, AMP ciclico; PKC, proteina cinasa C;

PKA, proteina cinasa A (modificado de Siegel et al., 2006).

Diversos estudios han demostrado que el receptor Hz puede funcionar como
heterorreceptor inhibitorio, y de éste modo su activacion puede modular otros
sistemas de neurotransmision, por ejemplo al disminuir la liberacion de
acetilcolina, dopamina, norepinefrina, serotonina y otros péptidos. Sin embargo la
histamina también puede aumentar la actividad de algunos de estos sistemas de

neurotransmision a través de los receptores Hq y/o H, (Siegel et al., 2006).
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Histamina, memoria y aprendizaje

Son varias las funciones fisioldgicas que se piensa tiene la histamina en el
cerebro, y todas estan relacionadas con su capacidad para aumentar la

excitabilidad neuronal (Siegel et al., 2006).

La activacion de las neuronas histaminérgicas puede inhibir la sintesis y la
liberacion de varios neurotransmisores como GABA, acetilcolina, glutamato,
dopamina y norepinefrina, los cuales a su vez estan involucrados en procesos de

aprendizaje y memoria (Brabant et al., 2013).

Como se ha mencionado las neuronas donde se sintetiza la histamina estan
localizadas en el nucleo tuberomamilar (Ericson et al., 1987; Brabant et al., 2013;
Beghdadi et al., 2009), y a su vez los axones de éstas neuronas histaminérgicas
inervan muchas regiones cerebrales desde la corteza prefrontal hasta la médula
espinal, también se incluyen la amigdala y el nucleo basal magnocelular (NBM),
areas que participan en procesos esenciales de consolidacion de la memoria en

eventos aversivos (Torrealba et al., 2012; Brabant et al., 2013).

Otro sistema de neurotransmision importante es el sistema colinérgico, encontrado
en diferentes regiones cerebrales como la amigdala y en regiones del NBM, el
cual es la principal fuente de inervacion colinérgica de la neocorteza; éstas
neuronas a su vez estan interconectadas con la actividad de otros sistemas de
neurotransmisores, y diversos estudios sugieren que el sistema histaminérgico
modula las vias colinérgicas en el NBM, ya que desde ésta region las neuronas
histaminérgicas proyectan sus fibras eferentes de manera ipsilateral hacia todo el
sistema nervioso central (Bacciottini et al., 2001).

Pese a la compleja actividad neuromoduladora entre los sistemas histaminérgicos
y colinérgicos, se ha observado una clara relacién entre la histamina y los

procesos de aprendizaje y memoria (Bacciottini et al., 2001).
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La modulacion de la plasticidad sinaptica inducida por histamina no es igual con la
activacion de los receptores Hy, H, o Hs, pero si es atribuible a una interaccion
con los sitios de union de poliaminas en el complejo receptor NMDA (Bacciottini et
al., 2001).

En otros estudios de manipulacién farmacolégica se ha logrado incrementar la
actividad de la histamina en el cerebro, lo cual facilita la consolidaciéon de la
memoria en tareas de aprendizaje (Brabant et al., 2013) a la vez que estudios
conductuales en modelos animales han proporcionado una amplia evidencia
experimental de que los receptores a histamina también estan involucrados en los

procesos de aprendizaje y memoria (Bacciottini et al., 2001).

Se sabe también que la conducta alimenticia es impulsada por interacciones
complejas entre estructuras cerebrales organizadas jerarquicamente, sistemas de
neurotransmision y estimulos endocrinos periféricos modulados por ritmos
circadianos y sefales ambientales, todos estos factores cambian la conducta y
alteran aspectos homeostaticos y heddnicos de apetito y gasto de energia y se ha
observado que la histamina afecta ambos lados del balance de energético,
disminuyendo el consumo y aumentando el gasto de energia (Passani et al.,
2010).

Las neuronas histaminérgicas son cruciales para mantener un alto nivel de
excitacion durante una conducta motivada, ya que se ha observado que la
actividad histaminérgica muestra un ritmo circadiano con altos niveles durante el

periodo activo y bajos durante el periodo de suefno (Passani et al., 2010).
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Ill. JUSTIFICACION

Muchos modelos experimentales que estudian la formacion de la memoria
gustativa se basan en protocolos donde los sujetos de estudio pasan por una
privacion de liquidos de hasta 24 horas en las diferentes etapas del
condicionamiento aversivo al sabor, lo que involucra variables importantes que
tienen que ver con la saciedad y homeostasis, motivacion y cambios circadianos,
entre otros. Por tal motivo resulta de importancia la implementacion de un
protocolo donde los sujetos no estén privados de liquidos y asi comparar los
efectos de la privacion o de la saciedad sobre la motivacion y su impacto en el

estado animico y su relacion durante el aprendizaje y la memoria

Asimismo, debido a que el sistema histaminérgico juega un papel clave en la
regulacion de la ingesta mediada por el hipotalamo, y que esta involucrado en
varios tipos de aprendizaje es importante conocer de qué manera la histamina en
la corteza insular participa particularmente en conductas motivadas como lo es el

aprendizaje de los sabores.
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IV. HIPOTESIS

En un protocolo donde los sujetos no estén privados de agua durante el
condicionamiento aversivo al sabor (CAS) la memoria aversiva sera menor

en comparacion de un CAS en animales privados de agua.

La administracion de un agonista o un antagonista a los receptores
histaminérgicos Hs en la corteza gustativa modificara el condicionamiento
aversivo al sabor de manera diferencial si los sujetos estan privados o no

de agua.
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V. OBJETIVOS

e Caracterizar un modelo de condicionamiento aversivo al sabor (CAS) en
ratas macho manteniendo la libre demanda de consumo de agua durante el

experimento.

e Evaluar, bajo un esquema de no privacion de liquidos, los efectos del
agonista para los receptores de histamina H3, R-a-metilhistamina (RAMH),
y del antagonista pirilamina en la corteza insular durante la adquisicién del
CAS.
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VI. MATERIALES Y METODOS
Sujetos experimentales

Se emplearon ratas macho cepa Wistar, con un peso entre 200 a 250g a su
llegada al laboratorio. Los sujetos fueron obtenidos del bioterio del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) campus
Juriquilla, Querétaro. En el laboratorio las ratas se mantuvieron en aclimatacion
durante 7 dias; se separaron en cajas individuales (45 x 25 x 20 cm) con agua y
alimento ad libitum bajo un ciclo invertido de luz-oscuridad de 12 horas (9:00 am—
9:00 pm oscuridad, 9:00 pm — 9:00 am luz) y una temperatura de 23 + 2 °C. Todos
los experimentos se realizaron durante la fase de actividad de los roedores

(oscura 9:00 am - 9:00 pm).

Todos los procedimientos realizados siguieron las normas establecidas por el
Comité de Etica y Cuidado Animal del Instituto de Neurobiologia de la UNAM. Asi
también, fueron acordes con la normatividad internacional para el manejo y uso de

animales de experimentacion (National Institutes of Health, www.nih.gov).
Caracterizacion de protocolos
CAS sin privacién de agua

El primer objetivo fue la caracterizacion de un protocolo experimental para el
condicionamiento aversivo al sabor sin privacion de agua. Durante el protocolo los

animales tuvieron acceso libre tanto al alimento como al agua (figura 9).
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Figura 9. Representacion del protocolo del CAS sin privacion de agua. En color azul se observan
los tiempos para el proceso de aclimatacion (7 dias) y para el registro de consumos basales (3
dias). En color rojo el dia de adquisiciéon de la aversion al sabor novedoso, la primera exposicion y
posteriormente la inyeccion intraperitoneal de LiCl. Marcado en naranja el dia de la evocacion o
prueba, existe una disminucién de consumo del sabor novedoso en su segunda exposicion.

Finalmente en color amarillo los dias empleados para la extincion de la aversion.

Registro de consumos basales

Se presentaron por 3 dias probetas con 40 ml de agua en un horario de 11:00 am
—4:00 pm, se registro el consumo de agua en cada hora (12:00 pm, 1:00 pm, 2:00
pm, 3:00 pm y 4:00 pm) mientras que el alimento continué siendo ad libitum.
Posterior al registro del liquido consumido se devolvieron a los animales los
bebederos con agua ad libitum. Durante éstos 3 dias los animales fueron
manipulados para reducir el estrés causado por el contacto inicial con el

experimentador.
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Establecimiento del horario para el CAS

De acuerdo a los registros de consumos basales de agua, se empleod el horario de
1:00 pm — 2:00 pm para la presentacion del sabor novedoso, debido a que durante
dicho horario el consumo de agua fue mayor a 5 ml, cantidad adecuada para

poder formar la aversion al sabor.

Condicionamiento aversivo al sabor
*  Adquisicion (ADQ)

Se presentd una probeta con 40 ml de una solucién de sacarina (0.1%) durante 1
hora (1:00 pm — 2:00 pm); al finalizar el tiempo de exposicion se retird la probeta y
se registré el consumo, 30 min después de haber sido retirada la probeta con
sacarina, se inyecto intraperitonealmente 3 ml de solucion de LiCl (0.3 M). Los
sujetos fueron devueltos a sus cajas donde volvieron a tener agua y alimento ad

libitum.
* Evocacion de memoria aversiva (EVO)

Durante este dia se realizé la prueba para confirmar que se habia formado una
aversion al sabor novedoso, de igual manera se presentd una probeta con 40 mli
de una solucidn de sacarina (0.1%) por una hora (1:00 pm — 2:00 pm)
realizandose posteriormente el registro del consumo. Al finalizar la exposicion a la

sacarina, se regresaron los bebederos con agua a los sujetos.
* Extincion de la aversion (EXT)

Durante los siguientes 3 dias se continud con las presentaciones de los 40 ml de
solucion de sacarina (0.1%) ahora en un horario de 1:00 pm — 4:00 pm, esto para
evaluar la extincion de la aversion, de igual manera se registr6 el consumo
correspondiente a cada hora (2:00 pm, 3:00 pm y 4:00 pm). Al finalizar el tiempo
de exposicion se regresaron los bebederos con agua para su consumo libre.
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Grupos farmacolégicos

Una vez establecido el protocolo para el condicionamiento aversivo al sabor sin
privacion de liquidos, se procedioé con el segundo objetivo, el cual fue evaluar los
efectos de un agonista y un antagonista para los receptores a histamina Hs y H4

respectivamente, en la corteza insular (figura 10).

Para este protocolo se tuvieron 3 grupos:
* Control - solucién salina isotonica estéril (NaCl 0.9 %)
s R-a-metilhistamina (RAMH) (10 pM, Sigma/Aldrich)
s Pirilamina (PYR) (100 mM, Sigma/Aldrich)

L
ADQ EVO EXT1 EXT2 EXT3
Dia1l Dia 2 Dia3 Dia4 Dia5
Cirugia/  consumos Inyecciones Adquisici6 = Xt
Aclimatacion Recuperaciéon Basales Intracerebrales Sac.1pm-—2pm | Sac. 1 pm—2pm Sac.1 pm -4 pm
{ ) ( ‘ ) S { \ Agua y alimento
u u U . c ‘ < \_) ‘\/ ad libitum
3 dias 4 dias 3 dias 20’ antes -] ) ‘-] ) -l

LiCli.p.
(0.3 M/3 ml)
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RAMH = 25 >
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Figura 10. Protocolo empleado para generar el CAS sin privacion de agua en los grupos control,

RAMH vy pirilamina. Se inicia con la aclimatacién al vivario (3 dias) seguida de la cirugia
estereotaxica para colocar las guias canulas y una recuperacion a dicho proceso (4 dias) para
continuar con el registro de los consumos basales de agua (3 dias). Durante el dia de la
adquisicion de la aversion (ADQ), 20 minutos antes de la exposicién al sabor novedoso se realizan
las inyecciones intracerebrales en donde se administra el reactivo correspondiente a cada grupo, y
de igual manera, 30 minutos después de la hora de exposicion, la inyeccion i.p. de LiCl. Para la
evocaciéon (EVO) se hace una segunda exposicion al estimulo, de igual forma para los 3 dias de
extincién de la aversion (EXT1, EXT2 y EXT3).
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Cirugia

Al término de la aclimatacion al vivario del laboratorio (3 dias), se realizé en los
sujetos cirugia estereotaxica colocando bilateralmente canulas de acero inoxidable
de 12 mm = 0.5 mm de longitud, dirigidas a la corteza insular teniendo como
referencia las siguientes coordenadas a partir de Bregma: anteroposterior + 1.2
mm, mediolateral +/- 5.5 mm y dorsoventral -3 mm, lo antes mencionado de
acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1998). Las canulas colocadas sirvieron
como guia al momento de utilizar los inyectores para realizar las infusiones.
Después de la cirugia, las ratas tuvieron 1 semana de recuperacion con agua y
alimento ad libitum antes de continuar con el experimento, los ultimos 3 dias de

recuperacion se hizo el registro de consumos basales de agua.

Inyecciones intracerebrales

El dia de la adquisicién a la aversion, 20 min antes de la exposicion al sabor
novedoso, se realizaron las inyecciones intracerebrales, utilizando inyectores
(agujas dentales) del numero 30 conectandose por uno de sus lados con una
jeringa Hamilton de 10 ul por medio de un tubo delgado de polietileno. Se cargaron

las jeringas con la solucion a inyectar de acuerdo al grupo.

Las jeringas Hamilton de ambos inyectores se colocaron en una bomba de
inyeccion automatica, la cual se programé para expeler 0.5 ul en cada lado a una
razon de 0.5 pl/min. Se colocaron los inyectores en las guias canulas de tal modo
que sobresalieran 3 mm mas alla de la punta de la canula para alcanzar la corteza
insular. El tiempo de inyeccién en la bomba tuvo una duracién de 1 min por sujeto,
al término, se dejaron los inyectores en el sitio durante 1 min mas con el fin de no
provocar reflujo del liquido inyectado al quitarlos. Una vez transcurrido este

tiempo, se retiraron los inyectores y se regreso al animal a su caja.
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Condicionamiento aversivo al sabor

Al finalizar las inyecciones intracerebrales se continu6é con la fase de adquisicion
de la aversion, de igual forma para los siguientes dias se realizaron la evocacién y
la extincion de la memoria aversiva (1 y 3 dias de duracion respectivamente)

siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.

Histologia

Al término del experimento los sujetos fueron sacrificados mediante una
sobredosis de pentobarbital inyectado intraperitonealmente (1 ml/0.5 kg),
posteriormente se perfundieron intracardialmente con solucion salina (0.9%). Se
extrajeron los cerebros y se conservaron en una solucion de formaldehido (10%)
durante 4 dias. Posteriormente los cerebros se cambiaron a una solucion de
sacarosa (30%), en la que se mantuvieron durante un minimo de cuatro dias hasta

el momento del corte.

Los cerebros fueron sacados de la solucién de sacarosa y se colocaron en el
micrétomo a una temperatura de -27 £ 2 °C, se realizaron los cortes con un grosor
de 50 pym y se colocaron en portaobjetos marcados para su identificacion,
dejandose secar al ambiente por un dia. Posteriormente se realizo la tincion de los

portaobjetos para su analisis al estereoscopio.

41



VII. RESULTADOS
Analisis histolégico

La figura 11 muestra una foto representativa de la adecuada localizacién de los

tractos de la guia de los inyectores en la corteza insular.

Figura 11. Microfotografia que muestra del lado izquierdo, la posicion de la canula e inyector en la
corteza insular, del lado derecho diagrama de corte coronal de la misma zona (modificado de
Paxinos y Watson, 1998).

Analisis estadistico

Los consumos obtenidos en los 4 diferentes horarios (12:00 pm — 1:00 pm, 1:00
pm — 2:00 pm, 2:00 pm — 3:00 pm y 3:00 pm — 4:00 pm), asi como los resultados
del CAS durante las diferentes etapas del protocolo se analizaron
estadisticamente mediante una prueba de t pareada o ANOVA simple aplicando
una prueba post-hoc Fisher en caso de ser necesario. El valor de p < 0.05 se
consideré significativo. Todos los resultados fueron expresados con el valor de la

media * el error estandar.
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1) Consumos de agua durante los 4 horarios probados para la determinacidén del

horario 6ptimo para la presentacion del sabor novedoso durante el CAS.

n=27

Consumo ml
1:00 pm

CB1 CB2 CB3

Figura 12. Consumo de agua durante el horario de 12:00 pm — 1:00 pm registrado durante los 3

dias de consumos basales (CB). No existen diferencias significativas p < 0.05

Consumo ml
2:00 pm

CB1 CB2 CcB3

Figura 13. Consumo de agua durante el horario de 1:00 pm — 2:00 pm registrado durante los 3
dias de consumos basales (CB). Se muestran diferencias significativas entre el dia 1 y los dias 2 y

3.(*)p<0.05
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Consumo ml
3:00 pm

cB1 CB2 CB3

Figura 14. Consumo de agua durante el horario de 2:00 pm — 3:00 pm registrado durante los 3
dias de consumos basales (CB). Existen diferencias significativas entre el dia 3 y los dias 1y 2
(*)p<0.05

Consumo ml
4:00 pm

cB1 CB2 CcB3

Figura 15. Consumo de agua durante el horario de 3:00 pm — 4:00 pm registrado durante los 3

dias de consumos basales (CB). Hay diferencias significativas entre el dia 1 y el dia 3 (*) p < 0.05
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Las figuras 12, 13, 14 y 15 muestran los resultados de los consumos basales
registrados en los 4 horarios diferentes (1:00 pm, 2:00 pm, 3:00 pm y 4:00 pm) que
se probaron para determinar el horario éptimo a emplear en el protocolo del CAS
sin privacion. Se observa una tendencia en el aumento de consumo de agua de
acuerdo al dia, es decir, el consumo durante el dia CB 1 fue menor al registrado
en el dia CB 2, y éste a su vez fue menor al registrado en el dia CB 3; dicho
aumento en el consumo puede ser explicado debido a la posible familiaridad de
los sujetos con la presencia de las probetas con agua, ya que fuera de éstos
horarios los sujetos tenian bebederos. De igual manera, una prueba de t pareada
muestra diferencias significativas durante los horarios 2:00 pm, 3:00 pm y 4:00 pm
entre los diferentes dias de consumos basales. Por lo tanto, el horario
seleccionado para la presentaciéon del sabor novedoso durante el CAS fue de 1:00
pm — 2:00 pm, ya que durante éste horario en el dia CB 3 se logré el mayor

consumo de agua (7 ml).
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2) Consumos durante el CAS en el horario 6ptimo

seleccionado 1:00 pm — 2:00 pm.
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Figura 16. Consumo de sacarina durante el horario de 1:00 pm — 2:00 pm. Existen diferencias
significativas entre el dia ADQ (*) y los siguientes dias; entre el dia EVO (#) y los 3 dias de
extinciones y entre el dia EXT1 (+) y los dias EXT2 y EXT3. p < 0.05.

En la figura 16 se muestran los ml de sacarina consumida durante el horario de
1:00 pm — 2:00 pm en el dia de adquisicion (ADQ), el dia de la evocacion (EVO) y
los 3 dias de extinciones (EXT1, EXT2 y EXT3). La prueba de ANOVA simple
revel6 diferencias significativas entre los consumos de sacarina en cada uno de
los dias, lo que indica que bajo el esquema de no privacion de liquidos durante el
horario 1:00 pm — 2:00 pm se puede observar un CAS debido a que el consumo
de sacarina se redujo significativamente en el dia de la evocacion de la memoria
aversiva (EVO) o dia de prueba de memoria. Asimismo se pudo observar que la
extincion de la aversién es significativa a lo largo de los 3 dias posteriores (EXT1,
EXT2 y EXT3) ya que los sujetos aumentaron gradualmente el consumo de

sacarina.
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3) Evaluacién de la extincién de la aversién en el

horario de 2:00 pm — 3:00 pm.

% 3+
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Figura 17. Consumo de agua (azul) y sacarina (amarillo) en el horario de 2:00 pm — 3:00 pm.
Existen diferencias significativas entre el dia ADQ (*) y los dias EVO, EXT2 y EXT3; entre el dia
EVO (#) y los dias EXT1 y EXT2 y entre el dia EXT1 (+) y los dias EXT2 y EXT3. p < 0.05.

Durante el horario de 2:00 pm — 3::00 pm en los dias ADQ y EVO se cambiaron
las probetas con sacarina por probetas con agua, ya que en ambos dias el tiempo
de exposicion a la sacarina fue solamente de 1 hora; en el dia ADQ se observa
una disminucién en el consumo de agua posterior a la exposicién a la sacarina
posiblemente debido a la inyeccién i.p de LiCl, mientras que en el dia EVO el
consumo de agua aumenta debido a la aversién formada a la sacarina que fue
presentada en la hora previa. Para los 3 dias de extincion de la aversion (EXT1,
EXT2 y EXT3) se mantuvieron las probetas con sacarina durante 2 hrs mas
después del horario de 1:00 pm — 2:00 pm, como se indicd en la metodologia, se
observa que en este horario, pese a tener 1 hora previa con sacarina, el consumo
de ésta tiende a aumentar, lo que indica una pérdida de la aversion formada en el
dia ADQ.
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4) Evaluacion de la extincién de la aversion en el

horario de 3:00 pm — 4:00 pm.
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Figura 18. Consumo de agua (azul) y sacarina (amarillo) durante el horario de 3:00 pm — 4:00 pm.

Se observan diferencias significativas entre el dia ADQ (*) y el resto de los dias. p < 0.05.

En la figura 18 se muestran los consumos registrados en el horario 3:00 pm — 4:00
pm. Los resultados muestran que existe una disminucién significativa del consumo
de agua en el dia ADQ, sugiriendo que los animales aun se encontraban bajo el
efecto de la inyeccién i.p. de LiCl. Por otra parte, el consumo de agua del dia EVO
vuelve a ser consistente con los consumos basales de dias previos. De igual
forma, para los dias EXT1, EXT2 y EXT3 se registra la segunda hora extra de
exposicion a la sacarina, su consumo se muestra irregular pero no hay diferencias

significativas entre ellos.
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5) Consumo de agua durante el horario de 12:00 pm — 1:00 pm

en los grupos farmacolégicos
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Dia 1 (ADQ) Dia 2 (EVO) Dia 3 (EXT1) Dia 4 (EXT2) Dia 5 (EXT3)

Figura 19. Consumo de agua (flecha color azul) durante el protocolo de CAS sin privacion de
liquidos en el horario de 12:00 pm — 1:00 pm. Se observan diferencias significativas en el dia 1
(ADQ) entre los grupos RAMH y PYR (#), al igual que en el dia 5 (EXT3) entre los grupos CTRL y
PYR (*) p<0.05

Los resultados muestran consumos similares a lo largo de los dias para cada uno
de los grupos, sin embargo la prueba post-hoc de Fisher indico que hay
diferencias significativas entre el grupo RAMH y el grupo PYR en el dia 1 y entre
los grupos CTRL y PYR en el dia 5.
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6) Consumo de sacarina durante el horario de 1:00 pm — 2:00 pm en los

grupos farmacolégicos
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Figura 20. Consumo de sacarina (flecha color amarillo) durante el CAS sin privacion en el horario
de 1:00 pm — 2:00 pm. Se observan diferencias significativas entre el grupo RAMH y los grupos
CTRL y PYR en el dia ADQ (#) ocurriendo lo mismo en el dia EXT3 entre el grupo RAMH y los

grupos CTRL y PYR (#). p < 0.05

En la figura 20 se muestran los consumos de sacarina durante el horario de 1:00
pm — 2:00 pm donde el grupo control (CTRL) mostré un comportamiento de un
CAS clasico, teniendo un consumo elevado el dia ADQ en comparacién con el dia
EVO, los dias EXT1, EXT2 y EXT3 se observé un aumento gradual en el consumo
de sacarina. La prueba post-hoc de Fisher mostré que existen diferencias
significativas entre el grupo RAMH vy los grupos CTRL y PYR en los dias ADQ y
EXT3, en el primer dia el consumo de sacarina fue significativamente mayor
comparado con los otros dos grupos, posiblemente asociado al efecto de la

inyeccion intracerebral previa del antagonista a los receptores a histamina Hs.
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Por otra parte en los dias EXT1, EXT2 y EXT3 se observo que al grupo RAMH le
fue dificil extinguir la aversion a la sacarina ya que su consumo fue similar al dia
de la prueba (EVO) y como se menciond previamente, fue significativamente
menor en el dia EXT3 en comparacion a los grupos CTRL y PYR lo que indica que
la participacion del antagonista RAMH durante el momento de la adquisicién de la
aversion haya modificado la manera en que los sujetos asociaron el sabor

novedoso con el malestar gastrico, reflejando una tardada extincién de la aversion.

De igual forma el grupo PYR logré un CAS durante el protocolo y aunque la
extincion de la aversion fue menor en comparacion al grupo CTRL, fue mas
consistente en comparacién al grupo RAMH, teniendo un consumo mayor el dia
EXT3.
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7) Consumos durante el horario de 2:00 pm — 3:00 pm

en los grupos farmacoldégicos.
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Figura 21. Consumo de agua (flecha azul) y sacarina (flecha amarilla) durante el protocolo de CAS
sin privacién de liquidos en el horario de 2:00 pm — 3:00 pm. Se observan diferencias significativas
entre los grupos RAMH y PYR en el dia ADQ (#), mientras que en el dia EVO hay diferencias
significativas entre el grupo PYR y los grupos CTRL y RAMH (+), finalmente el dia EXT2 muestra
diferencias significativas entre los grupos CTRL y RAMH (*). p < 0.05

La figura 21 muestra que, como se indicé en la metodologia, durante el horario de
2:00 pm — 3::00 pm en los dias ADQ y EVO se cambiaron las probetas con
sacarina por probetas con agua, y los 3 dias de extincion de la aversion (EXT1,
EXT2 y EXT3) se mantuvieron las probetas con sacarina durante 2 hrs mas
después del horario de 1:00 pm — 2:00 pm. En el dia ADQ se observé que los tres
grupos tuvieron una disminucion en el consumo de agua posterior a la exposicion
a la sacarina, probablemente debido a la inyeccion i.p de LiCl, existiendo

diferencias significativas entre los grupos RAMH y PYR.
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En el dia EVO se observo en los grupos CTRL y RAMH que el consumo de agua
aumenta posiblemente a que la sacarina fue presentada en la hora previa, sin
embargo el grupo PYR tuvo diferencias significativas con los grupos CTRL y
RAMH, indicando que el efecto del agonista a los receptores Hs; pudo modificar el
comportamiento que los sujetos mostraron al consumir agua, sabor que se debia

asociar como seguro.

Para el dia EXT2 se observan diferencias significativas entre los grupos CTRL vy
RAMH, existiendo un mayor consumo de sacarina del primero con respecto al
segundo, todo esto en la segunda hora de exposicion a la sacarina, el efecto del
RAMH parece notarse nuevamente al hacer que la extincion de la aversion sea

mas lenta que en el grupo CTRL.
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8) Consumos durante el horario de 3:00 pm — 4:00 pm

en los grupos farmacoldégicos.
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Figura 22. Consumos de agua (flecha azul) y sacarina (flecha amarilla) durante el protocolo de
CAS sin privacion de liquidos en el horario de 3:00 pm — 4:00 pm. Se observan diferencias en el
dia ADQ entre los grupos CTRL y RAMH (*) y en el dia EVO entre el grupo PYR y los grupos CTRL
y RAMH (+). p < 0.05

En la figura 22 se observan los consumos registrados en el horario 3:00 pm — 4:00
pm. Los resultados muestran que existe una disminucién significativa del consumo
de agua en el dia ADQ por parte del grupo RAMH, sugiriendo que los animales de
dicho grupo se encontraban aun bajo el efecto de la inyeccion i.p. de LiCl, y que
aparentemente éste efecto fue mayor por la presencia del antagonista.

Por otra parte, en los grupos CTRL y RAMH el consumo de agua en el dia EVO

vuelve a ser consistente con los consumos basales de dias previos, sin embargo
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el grupo PYR mostré un consumo significativamente menor en comparacion con

los grupos mencionados.

De igual forma, para los dias EXT1, EXT2 y EXT3 se registra la segunda hora de
exposicidon a la sacarina, su consumo se muestra irregular pero no hay diferencias

significativas entre ellos.
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VIIl. DISCUSION

El protocolo de CAS propuesto en este trabajo permiti6 comprobar que es posible
formar una aversion a un sabor novedoso sin que los sujetos se encuentren
privados del consumo de liquidos, demostrando que los procesos motivacionales
que llevan a los sujetos a realizar una tarea de aprendizaje pueden verse
alterados al modificar dicha variable, pero ése cambio no tiene mayores efectos en
el protocolo de un CAS tradicional (Miranda et al., 2003; Nufiez-Jaramillo et al.,
2010; Miranda et al., 2012).

Los resultados obtenidos también hacen énfasis en considerar éstos factores
motivacionales ya que una conducta motivada que inicie por estimulos internos o
externos tendra como finalidad la satisfaccion de una necesidad fisioldégica o
cognitiva (Escobar Briones et al., 2011; Mifiana-Solis et al., 2009), en el caso de

un CAS tradicional, la satisfaccion de un estado de sed.

Previamente se ha demostrado que los animales que se encuentran bajo horarios
restringidos para la ingesta de alimentos y/o liquidos pueden llegar a presentar un
estado catabdlico cronico, desarrollando asi una excitacion o un incremento en la
alerta producido por la presentacion del alimento o el liquido y que el aprendizaje
de dichas condiciones puede hacer que éstas conductas permanezcan aun
cuando los animales no estan privados (Anne-Marie Poulin et al., 2008).

Por otra parte, los estudios farmacoldgicos realizados en este trabajo localizados
en la corteza insular demostraron que la manipulacion de su actividad moduladora
en procesos de memoria y aprendizaje es de suma importancia (Nufez-Jaramillo
et al.,, 2010; Bermudez-Rattoni, 2014), ya que la presencia de neuronas
histaminérgicas en la corteza insular tiene efectos en otros sistemas de
neurotransmision, como el sistema colinérgico, y a pesar de la compleja actividad
neuromoduladora entre ambos sistemas se ha observado una relacién entre la

histamina y los procesos de aprendizaje (Bacciottini et al., 2001).
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Evidencias previas como el trabajo de Purén-Sierra y colaboradores en 2010
muestran que el bloqueo del receptor Hy en el nucleo basal magnocelular, o la
activacion del receptor Hs en la corteza insular modifican la formacién de la
memoria aversiva, pero no su evocacion, lo que sugiere que durante distintas
tareas de aprendizaje asociativo, los subtipos de receptores a histamina tienen
funciones opuestas, relacionadas con la regulacion de la actividad colinérgica

producida tanto en la corteza insular como en el nucleo basal magnocelular.

De igual manera, en 2014 Purdn-Sierra y colaboradores demostraron que los
subtipos de receptores a histamina H¢ y H3 tienen una actividad moduladora en la
liberacion de acetilcolina, y que la activacion de dichos receptores por la
administracién del agonista al receptor H3;, RAMH, en la corteza insular, o del
antagonista del receptor H4, pirilamina, en el nucleo basal magnocelular produce
un efecto que impide la adquisicién de la aversion durante un protocolo de CAS
tradicional, diferente a lo reportado en éste trabajo donde la administracion en la
corteza insular del agonista RAMH tuvo efectos en el proceso de extincion de la
aversion haciendo que los sujetos tardaran mas en asociar el sabor de la sacarina
como “seguro”, mientras que el antagonista pirilamina mostr6 efectos similares en
la misma area cerebral. Ambos trabajos mencionados previamente apoyan la
propuesta de que los axones de las neuronas histaminérgicas que se encuentran
en el nucleo tuberomamilar, inervan la mayoria de las regiones cerebrales

incluyendo la corteza insular.
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IX. CONCLUSIONES

X/
L X4

X/
L X4

Es posible lograr formar una aversiéon a un sabor novedoso en un modelo
experimental donde los animales no estan privados al consumo de liquidos
durante amplios periodos de tiempo, sin embargo la robustez de dicha

aversion puede ser menor en comparacion a un CAS tradicional.

En comparacion a previos resultados, con un régimen de privacién de agua
(Purdn et al., 2010), la activacion de los receptores Hs durante la
adquisicion del CAS en ratas NO privadas de liquidos, no tiene efectos
sobre la formacion de la memoria de aversidn; pero si induce un retardo en

la extincidn de la aversion al sabor.

La actividad de la histamina en la corteza insular podria estar regulando
procesos relacionados con saciedad durante el aprendizaje, evocacion vy

extincion de la memoria de aversion al sabor.

En conjunto, los resultados sefalan la importancia de tomar en cuenta las
alteraciones neuroquimicas causadas por la privacion de liquidos en

modelos de aprendizaje como el CAS.
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