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Solomon saith: There is no new 
thing upon the earth. So that as 
Plato had an imagination, that ali 
knowledge was but remembrance; 
so Solomon given his sentence, 
that ali novelty is but oblivion. 

Francis Bacon, Essays, LVIII 
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ABREVIATURAS 

Ach Acetilco/ina 

AN Atenuación de la Neofobia 

AP-5 D,L-2amino-5-acido Josfonovalerico 

CAS Condicionamiento Aversivo al Sabor 

CI Corteza Insular 

EC Estímulo Condicionado 

El Estímulo Incondicionado 

NMDA N-Metil-D-Aspartato 

TMG Trazo de la Memoria Gustativa 
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RESUMEN 

Cuando un animal consume por primera vez una substancia, una gran variedad de 

procesos celulares ocurren en diferentes estructuras cerebrales, algunos de ellos 

involucrados en la integración de la Información sensorial (quimio-somato-sensorial); 

otros destinados a relacionar, aprender y recordar las consecuencias de esta ingestión. La 
1 

ingestión puede tener una variedad de consecuencias y un animal que se enfrenta con un 

sabor novedoso no tiene forma de predecirlas, as{ que de manera innata, titubea al 

consumirlo. A esta conducta se le conoce como Neofob!a. Mientras no se presente malestar 

el animal incrementará el consumo (Atenuación de la Neofobia); pero, si el sabor es 

seguido de malestar, este pasa de estimulo novedoso a señal familiar averslva y el animal 

desarrolla una avcrsió11 a consumirlo. A esto se le llama Condicionamiento Averslvo al 

Sabor. 

La corteza insular esta especialmente involucrada en el aprendizaje y la retención de 

conductas guiadas por el gusto. Existe evidencia experimental que sugiere que la corteza 

insular participa activamente en la representación mnemónica del sabor y de sus 

consecuencias viscerales post-ingcstiól\ sin embargo, la mayor parte de estos estudios están 

hechos en CAS, y el papel de la corteza insular en la atenuación de la ncofobia es aún 

desconocido. Se piensa que la activación de los receptores muscarfnicos en la corteza 

insular codifica la novedad, mientras que los receptores NMDA están relacionados con la 

consolidación de dicha asociación. Este trabajo fue diseñado con el fin de valorar el papel 

que desempeña la corteza insular en la atenuación de la ncofobia, en particular el de los 

receptores muscarlnicos y NMDA, mediante el uso de sus respectivos antagonistas 

(Escopolamina y AP-5). 

Este estudio constituye la primera evidencia de que los receptores muscarlnicos en 

la corteza insular juegan un papel importante en la atenuación de la neofobia, la cual es un 

atractivo modelo para investigar los mecanismos involucrados en el trazo de la memoria 

gustativa. 
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El sistema gustativo 

El sistema gustativo es un aparato complejo y dinámico, capaz entre otras cosas, de 

funcionar como un filtro que selecciona nutrientes y evita alimentos tóxicos. Cuando un 

animal ingiere una substancia, una gran variedad de procesos celulares ocurren en 

diferentes estructuras cerebrales, algunos de ellos involucrados en la integración de la 

Información sensorial (quimiosensorial/somatosensorial), otros destinados a relacionar, 

aprender y recordar las consecuencias de dicha ingestn. 

Organización del sabor 

Las células receptoras del sabor traducen cstlmulos qulmicos solubles en señales 

eléctricas que pueden ser transmitidas al cerebro. Las células receptoras se encuentran en 

órganos sensoriales llamados corpúsculos gustativos los cuales están localizados en 

numerosas proyecciones (papilas) en el epitelio de la lengua, el paladar y la faringe. Cada 

célula receptora es inervada por una rama periférica de una fibra aferente primaria, cada 

fibra aferente se ramifica varias veces inervando a varias papilas y, dentro de cada 

corpúsculo gustativo, a varias células receptoras. De esta manera la actividad eléctrica 

registrada en una sola fibra aferente conduce información proveniente de muchas células 

receptoras. La información gustativa es transmitida desde los corpúsculos hacia la corteza 

cerebral a lo largo de una vla postsináptica (Kandel et al. 1991). 

4 
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La conducta de consumo de alimento representa uno de las interacciones mas 

Intimas entre un animal y su ambiente. El sistema gustativo extrae una variedad de 

información de las substancias que consume: a) reconoce y codifica los atributos fisicos del 

sabor, b) determir,ia el valor hcdónico de cada sustancia (Smith y St 1999), c) integra la 

información proveniente de los procesos de digestión y absorción y d) realiza una 

asociación entre el sabor de las substancias y las consecuencias fisiológicas de la ingesta. 

La ingestión puede tener una variedad de consecuencias, un animal que se enfrenta con un 

sabor novedoso no tiene forma de predecirlas y, de manera innata, titubea al consumirlo. A 

esta conducta se le conoce como Ncofobla. Mientras no se presente malestar, el animal 

incrementará el consumo. A esta conducta se le denomina Atenuación de la Ncofobla 

(AN) (Domjan, 1976). Aún no es claro qué es lo que los animales aprenden sobre el sabor, 

pero se ha propuesto una posible asociación entre el sabor y la ausencia de malestar 

(consecuencias no-averslvas), i.e. aprenden que lo ingerido es "seguro" (Best et al 1978, 

Kalat y Rozin 1973). Sin embargo, si el sabor es seguido de malestar, este pasa de estimulo 

novedoso a señal familiar avcrsiva y el animal desarrolla una aversión a wnsumirlo. A 

esto se le llama Condicionamiento Aversivo ni Sabor(CAS). 

Representación neural del sabor 

Debido a las características inherentes del proceso de digestión, la manifestación de 

consecuencias gástricas generalmente no ocurre de manera inmediata, por lo cual se piensa 

que, tanto la AN como el CAS, dependen de una representación neural del sabor que 

permanece activa (probablemente de forma paralela en varias regiones del cerebro) aún 
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cuando el sabor ya no esta fisicamente presente. A esta memoria se le denomina Trazo de 

la Memoria Gustativa (TMG) (Welzl et al 1990), o memoria gustativa de corto plazo 

(Bures l 998b). Así pues, se postula que el TMG persiste durante un Intervalo critico que 

inicia con la codificación de los atributos flsicos del sabor y termina cuando la asociación 

ocurre. Por otra parte, intervalos muy largos (honis) entre el sabor y el malestar, reducen la 

probabilidad de asociación aversiva; esto sugiere que el TMG permanece en un estado 

transitorio que decae lentamente para la asociación aversiva pero, simultánea y 

gradualmente, aumenia pará consecuencias no-aversivas (Nachman y Jones 1974) (figura 7). 

Dicha capacidad tmr;sitoria de asociación del TGM varía en función de las características y 

propiedades, tanto del estimulo gustativo como de sus consecuencias (García, et al 1966, 

Revusky 1968, Smith y Roll 1967, Etscom y Stephens 1973, Green y Parker 1975). Una vez 

formada la asociación, es decir, una vez que se ha etiquetado el sabor como seguro o 

aversivo, esta asociación se almacena en una memoria a corto plazo que eventualmente pasa 

a largo plazo. Sin
0 
embargo," aun cuando un sabor ya haya sido asociado a una consecuencia 

en lo particular, nuevas asociaciones dependientes de experiencias posteriores, resultantes 

del consumo Je dicho s~bor son posibles. 

AdicicinallTlente, se ha reportado que algunos tratamientos afectan difcrcncialmcnte a 

la AN y el CAS, por ejemplo la aplicación de pentobarbital inmediatamente después de la 

presentación de un sabor novedoso retrasa la AN, mientras que este mismo tratamiento no 

afecta la formación del CAS. Por esto, se ha propuesto la existencia de dos sistemas de 

etlquetamlento independientes que utilizan un mismo TMG pero diferentes mecanismos 

neurales, los cuales varían en función de la asociación (AN/CAS) ha realizarse. (Bures y 

Buresova 1982-1983). 

6 
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Existen varios reportes acerca de los substratos anatómicos involucrados en estos 

aprendizajes, por eje1111lo, se conoce la participación de un gran número de estructuras 

llmbicas y neocorticales involucradas en la formación del CAS, y se sabe que lesiones del 

núcleo accumbcns, el subiculum ventral y la amígdala afectan la ncofobia. Las conexiones 

anatómicas de la ~orteza Insular (CI) sugieren que esta región del cerebro juega un papel 

importante en la integración, mediación y posiblemente en el almacenamiento y asociación 

de información gustativa (Bures 1998a) (ver Esquema 1). 
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Esquema I • Prlnclpales vfas del procesamiento de la Información gustativa y visceral, 
Información gustallva: El estimulo guslativo genera. en In lengua, un potencial de acción conducido a través 
el nervio el nervio VII (Corda Timpani CT) hasta el Núcleo del Tracto Solitario Rostral (NTS rostral) (Kictcr 
1985). Posteriormente la información gustativa es enviada a las células del Núcleo del Parnbrnquial medial 
(PON medial). Esta estructura presenta comunicación directa con la Corteza Insular (CI) (Lasitcr et al 1982) y 
una bifurcación en donde la información gustativa asciende y desciende: la vfn ascendente se dirige ni Tálamo 
Ventropostcromcdial (VPM), de donde se proyecta a la CI; la vla descendente se dirige hacia diversas 
estructuras del cerebro basal romo el hipocampo, substancia innominata y al lfipotálamo Lateral (l-IL) que 
proyecta ni núcleo de la base estría terminales (llNST), el cual a su vez se encuentra comunicado con la CJ. 
Otro proyección del parnbrnquinl se dirige o In Amlgdala Central (AC) y a b Amlgdala Basolntcrni (ABL), 
ambas estructuras envlan la información gustativa a la CI (Burcs et al 1998). 
Información visceral: El nervio vago censa y cnvla In información visceral (malestar) del tracto 
gastrointestinal ni Núcleo del Tracto Solitario Caudal (NTS caudal). En el torrente sangulnco el Área 
Postrema (AP), que actúa como quimiorreccptor para ciertas toxinas (e.g. LiCI}. conduce In información 
hasta el NTS caudal. De esta estructura, la información visceral es mandada ni Núcleo Pnrabraquinl btcral 
(PDN lateral), donde la información visceral se bifurca: la vla ascendente se dirige al núcleo del Tálamo 
Ventroposterolateral (VPL) que proyecta a la CI¡ la vía descendente se dirige hacia diversas estructuras del 
cerebro basal como el hipocampo, sustancia innominata y al hipotálamo lateral (IlL) que proyecta al núcleo 
de la base cstria terrninalis (BNST), este a su vez se comunica con la CI. Otra proyección de esta vla se dirige 
a la Amlgdala Central (AC), donde la información visceral es enviada a la CI (Dures et al 1998). 
Como se observa Ja CI recibe aferencias de prácticamente todas las estructuras involucradas en el 
procesamiento de la información gustativa y visceral. 
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La corteza insular está especialmente involucrada en el aprendizaje y la retención de 

conductas guiadas por el gusto, existe evidencia experimental que indica que la corteza 

insular participa activamente en la representación mnemónica del sabor y de sus 

consecuencias viscerales post-ingestión. Tanto el CAS como Ja AN son paradigmas que 

dependen de Ja asociación entre un estimulo gustativo (preferentemente novedoso) y sus 

consecuencias viscerales postingestionales. Se ha reportado que la inyección bilateral de 

Escopolamina y AP-5 (2amino-S-acido fosfonovalerico) en la corteza insular antes de Ja 

presentación del estimulo novedoso interfieren con el aprendizaje gustativo (degradan el 

aprendizaje del CAS) (Naor y Dudai 1996, Rosenblum et al. 1997, Gutierrez et al. 1999b, 

Berman et al.· 2000); sin embargo el papel de Ja corteza insular en Ja atenuación de Ja 

neofobia es aún desconocido. 

Se piensa que Ja activación de los receptores muscarinicos en la corteza insular 

codifica la novedad, mientras que los receptores NMDA están relacionados con la 

consolidación de dicha asociación (Ferreira et al 2002). El paradigma empleado en esta 

tesis utiliza solo un estfmulo (sabor novedoso), y nos permite medir de manera selectiva 

dos componentes conductuales: uno que requiere la detección de la novedad (neofobia) y 

otro, que requiere el reconocimiento de ocurrencia previa (AN). Este trabajo está 

diseñado con el fin de valorar el papel que desempeña la corteza insular en la atenuación 

de Ja neofobia, en particular el de Jos receptores muscarínicos y NMDA, mediante el uso de 

sus respectivos antagonistas (Escopolamina y AP-5), aportando con ello información que 

ayude a entender cual es la función de estos receptores en la integración de la información 

gustativa. 

9 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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Sujetos 

Se utilizaron 248 animales Wistar machos con un peso entre 260-300 g. al inicio del 

experimento. Todos los animales fueron colocados en cajas individuales y mantenidos en 

un ciclo de 12 hrs •. luz.oscuridad. Toda manipulación fue realizada durante la fase de luz. 

Al inicio de cada experimento, las ratas fueron contrabalanceadas por peso y asignadas a 

los distintos grupos experimentales. Las ratas tuvieron agua y comida ad /ibitllm excepto 

durante los procedimientos conductuales. 

Fármacos 

Se utilizó como vehículo y como solvente una solución Fisiológica Ringcr 

(118 mM NaCI, 4.7 mM KCI, 1.2 mM KH2P04, 1.2 mM MgS04, 2.5 mM 

CaCb, 19 mM NaHCOJ, 3.3 mM Glucosa). 

Como antagonista de los receptores muscarlnicos: hidrobromuro de 

escopolamina (SIGMA). 

• Como anta¡pnista de los receplores NMDA: D,lr2-amino-5- ácido 

fosfonovalerico (AP-5) (SIGMA). 

Procedimiento quirúrgico 

Implantación de cánulas 

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico (65 mg/Kg de peso) y 

colocados en un aparato eslereoláxico. Se implanlaron cánulas bilaterales 2.5 millmetros 

arriba de la corteza insular, con base en las coordenadas de Paxinos (Paxinos y \Valsen 

IO 
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1986): AP=+l.2, LAT'."±5.5, DV=J con respecto a Bregma. Las cánulas se fijaron al cráneo 

por medio de dos tomillos y acrílico de dentista. 

Mlcrolnyccclón 

Las ratas recibieron una inyección bilateral utilizando una aguja dental conectada a 

una bomba de microinfusión a través de una tubería de polietileno. La aguja se introdujo y 

guiada por las cánulas hasta la corteza insular (DV=5.5). Se inyectó un volumen de 0.5 

µUlado en un tiempo total de 1 minuto. Para permitir una mejor difusión del fármaco la 

aguja fue retirada 2 minutos después de haber terminado la inyección. 

Los fármacos se disolvieron en Ringer Fisiológico. Las concentraciones empleadas de los 

fármacos fueron: para escopolamina 60 µg/µl; y para AP-5 10 µg/µI. Estas concentraciones 

se escogieron de acuerdo con reportes previos (Naor y Oudai 1996, Bcrman et al. 2000, 

Gutierrez et al. 1999). 

Histología 

Al final del experimento, para verificar el sitio de inyección, las ratas fueron 

sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital. Los animales fueron microinyectados con 

azul de pontamina y posteriormente perfundidos a través de la aorta ascendente con 

solución salina (0.19 M NaCl) seguida de paraformaldehido al 4% en buffer 0.1 M de 

fosfatos. 

11 



Procedimiento conductual 
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Cinco dlas después de la implantación de las cánulas a todos los animales se les 

retiró el agua durante 24 hrs. En los siguientes tres dlas se registró el consumo diario de 

agua, este consumo estaba restringido a 15 minutos por din, con la finalidad de estabilizar 

el consumo de agua (establecer la linea base). El cuarto din el agua fue sustituida por una 

solución de sacarina y se realizó el ensayo correspondiente al grupo: 

Neofobla y Atenuación de la Neofobla 

Para este procedimiento conductual se usó una versión modificada del protocolo de 

Domjan (Domjan. 1976). En el cuarto din se midió la respuesta neofóbica mediante la 

presentación de sacarina 0.5% (p/v) a la que los animales tuvieron acceso durante 15 

minutos; después de esto, las ratas tuvieron acceso a un bebedero con agua durante otros 15 

minutos, este consumo adicional de agua se realizó para asegurar que los animales 

cubrieran sus requerimiertos diarios de liquido. Este procedimiento se repitió durante los 

siguientes 4 dlas (dlas 5-8) con el fin de medir la Atenuación de la Neofobia. 

La respuesta neofóbica se analizó en términos de la reducción en el consumo del sabor 

novedoso, es decir, comparando el primer consumo de sacarina 0.5% con el de la linea 

base, mientras que la atenuación de la neofobia se midió con base al incremento en el 

consumo de sacarina en las siguientes presentaciones. 

Condicionamiento Averslvo a los Sabores 

En el cuarto dla se realizó el ensayo de adquisición del CAS. Se presentó a los 

animales una solución de sacarina 0.1 % (p/v) a la que tuvieron acceso durante 15 minutos; 

15 minutos después de haber sido retirada la sacarina las ratas recibieron una inyección 

12 
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intraperitoneal de 0.4 M LiCI (7.5 mUKg. de peso). En los d!as cinco y seis, las ratas 

tuvieron acceso ni agua ( 1 S'inin./día). 72 horas después del ensayo de adquisición se realizó 

el ensayo de prueba; esto, es, se les presentó nuevamente sacarina. El consumo de esta 

presentación se usó co,mo indicador de In aversión. 

t3 
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E.1-Participación de los receptores NMDA y muscarínicos en la neofobia 

ylaAN 

El CAS es un paradigma conductual que depende de la asociación entre un estímulo 

gustativo (preferentemente novedoso) y sus consecuencias viscerales postingcstionalcs 

(malestar). Se ha reportado que la inyección bilateral de Escopolamina y AP-5 en la 

corteza insular antes de la presentación del estimulo novedoso bloquea el aprendizaje del 

CAS. Se piensa que la activación de los receptores muscarínicos en la CI codifica la 

novedad, mientras que los receptores NMDA están relacionados con la consolidación de 

dicha asociación (Ferrcira et al 2002). 

El paradigma empleado en esta tesis utiliza solo un est!mulo (sabor novedoso). y 

nos permite medir de manera selectiva dos componentes conductuales: uno que requiere la 

detección de la novedad (ncofobia) y otro, que requiere el reconocimiento de ocurrencia 

previa (AN). Para valorar la participación de los receptores NMDA y muscarínicos tanto 

en la respuesta neofóbica como en la AN, los fánnacos (AP-5 y Escopolamina) fueron 

inyectados antes de la primera presentación de sacarina. 

Diseño Experlmentnl 

Los animales se separaron en cuatro grupos y se sometieron al procedimiento 

conductual para neofobia y AN. Tres grupos se canulnron y 20 minutos antes de la primera 

presentación de la sacarina 0.5% (día 4) recibieron, de acuerdo al grupo al que pertenecían, 

inyecciones bilaterales en la CI de: Escopolamina (Gnpo Scop n=l3), AP-5 (Gpo. AP-5 

t4 
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n=13) o Ringcr (Gpo. Vchlculo n=IO). El cuarto grupo se utilizó como control intacto 

(Gpo. Ctrl/I n=l3). 

Resultados 

No hubo diferencias en el consumo de la linea base entre los grupos [ANOVA de 

una vln, F¡J,4s¡=0.24; p>0.051. El consumo promedio de agua de la linea base (dlas 1-3) para 

cada uno de los grupos Ctrl/I, Vchfculo, Scop y AP-5 fue 13.7±1, 14.1±0.7, 14.3:!:0.6 y 

13.6±0.4, respectivamente. 

Todos los grupos mostraron una fuerte respuesta neofóbica, aun a pesar de los 

tratamientos farmacológicos (figura 1). En la primera presentación (din 4) no hubo 

diferencias significativas ni en el consumo de sacarina (F(3,4s¡= 1.15; p>0.05), ni en el 

consumo total (sacarina + agua). El consumo total promedio fue 17.5±1.1, 16.6±1.3, 

15.07±0.8 y 15.5±0.8 para los grupos Ctrl.11, Vehlculo, Scop y AP-5, respectivamente. Esto 

revela que ninguno de los tratamientos altera ni el consumo de llquldos, ni la respuesta 

neofóblca. 

En la segunda presentación (día 5) se encontraron diferencias significativas entre 

grupos (FcJ,4s¡=l3.9 p<0.001). Un análisis Post hoc reveló que el grupo Scop, comparado 

con el resto de los grupos, aún presenta respuesta neofóbica (Fishcr, p's<0.05). Esto sugiere 

que la escopolamlna previene la AN (ver dla 5, figura 1). Sin embargo este efecto no es 

permanente, ya que a partir de la tercera presentación (dfa 6) los animales del grupo Scop 

atenuaron normalmente (ver dlas 6-7, figura 1). La opllcaclón de AP-5 no tuvo efecto 

sobre la AN. 

IS 



TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Dla4 C:Xa 5 Dla6 Dla7 "! Neoíobia "' #1 "' 'º u " ·• ·a 

~ :: ____________ ::1 ____________ ::0-u----o;:rnao_ ·- --
A " "o ·> ·• 
~r~ ~ ~ ~ 

ffJ ! ~ ' • 1~ ¡ o01o1 o.n 1 ¡ 
clri1 V.1 Smp AP·& CJ~ \Alh Snop NJ-4 nklll Veh Sr:np AP~ c:M1 Vt!h Snr.p AP·6 

Figura 1. Efecto sobre la ncofobia (dla 4) y la AN (dlns 5-7) de la inyección de Vch!culo 
(Vch), Escopolamina (Scop) y AP-5 en CI 20 minutos antes de la presentación de In 
sacarina. La Unen punteada representa el consumo promedio de la Unen base. Diferencia 
significativa: •• p<0.01 

E.2-Participación de los receptores muscarínicos en la consolidación de la 

AN 

Para conocer el efecto de los fármacos en la consolidación de la AN los antagonistas 

fueron inyectados 15 minutos después de la primera presentación del sabor (dia 4). 

Diseño Experimental 

Se usaron cuatro grupos. Los grupos fueron los siguientes: Scop-Post (n=l3), AP-5-

Post (n=8) y Vehlculo-Post (n=l2). Adicionalmente, para descartar una posible supresión 

inespeclfica en el consumo de sacarina inducida por la cscopolamina, un grupo (Scop-Post5 

n=8) recibió una inyección de escopolamina 30 minutos después de la segunda 

presentación ( dla 5). 
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No hubo diferencias significativas entre grupos tanto en el consumo de la l!nea base 

(F(l,37)=.24; p>0.05) como en la respuesta ncofóbica a sacarina (F(l,37)=.9; p>0.05). Como se 

muestra en la figura 2 In inyección de escopolnmlnn 15 minutos después de In primera 

presentación de sacarina también previene In AN (FCJ,37)=1 l.8; p<0.001). Una prueba 

post hoc de Fisher mostró que sólo el grupo Scop-Post es significativamente diferente ni 

resto de los grupos (p<0.001). Esto significa que el grupo Scop-Post consumió en la segunda 

presentación una cantidad similar a la primera (ver din 5, figura 2). La inyección de AP-5, 

15 minutos después de la primera presentación de sacarina, no tuvo efecto sobre la AN. El 

consumo promedio diario para este grupo (AP-5-post) del dfa 4 al 7 fue (en mi) de 3.5±.6, 

10.3±1.6, 13.5±1 y 15.6±.8, respectivamente. 

Por otra parte, la inyección de escopolnminn no indujo un decremento incspeclfico 

del consumo de sacarina. Una prueba de t no apareada mostró que no hay diferencias 

significativas entre los grupos Seop-Post5 y Vehfculo-Post (~17)=1.69; p>0.05) en el día 6. 

Sin embargo, una prueba de t apareada entre los dfas 5 y 6 señaló que el grupo Scop-Post5 

no incremento su consumo de sacarina (~6)=0.57; p>0.05), mientras que el grupo vchfculo 

si lo hizo (~111=-3.l; p<0.05). 
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Figura 2. Cada punto representa el consumo promedio diario: agua de dfa !al 3; sacarina 
del d[a 4 al 5. La escopolamina (Scop-post) o el vehfculo (Vehículo-post) fueron inyectadas 
15 minutos después de la primera presentación de sacarina (dn 4). El grupo Scop-Post5 
recibió la inyección de escopolamina inmediatamente después de la segunda presentación 
(dfa 5). Diferencia significativa respecto a su correspondiente grupo control: ••p<O.O l. 

E.3-Ventana temporal de participación de los receptorns muscarínicos en 

laAN 

Se sabe que la AN es un proceso gradual que tiene lugar entre las cuatro y ocho 

horas después de la primera presentación del sabor novedoso (Nachman y Janes, 1974) 

(Green y Parker, 1975). Por otra parte, la inyección Escopolamina en CI, antes o después de 

la primera presentación de sacarina previene la AN (ver figuras 1 y 2). Lo anterior sugiere 

que probablemente para este proceso, la actividad de los receptores muscarinicos es 

necesaria durante un cierto intervalo posterior a la presentación del estímulo. Por ello se 

trató de determinar la ventana temporal de participación de los receptores muscarínicos, 

mediante la inyección de escopolamina en Cl a distintos tiempos después de la presentación 

del sabor novedoso . 
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Se usaron siete grupos a los que se les aplicó, después de la primera presentación de 

sacarina (dla 4), una inyección de escopolamina en alguno de los siguientes tiempos: 15 

min (n=S), 30 min (n=S), 2 hrs (n=5), 4 hrs (n=9), 8 hrs y 12 hrs (n=9). Un grupo adicional 

(Gpo. Veh) recibió solución ringer 30 minutos después de la primera presentación (día 4), 

este grupo se usó como control. Veinticuatro horas después del primer consumo, todos los 

grupos tuvieron la segunda presentación del sabor (dfa 5). 

Resultados 

En la primera presentación se observó una fuerte respuesta ncofóbica en todos los 

grupos (F¡6.49¡=0.43¡ p;~.~5). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas entre 

grupos en la AN (F(6.49J=9.4; p<0.05). Una prueba post hoc aparcada de Fisher mostró que 

los grupos 15min, 30min y 2hrs eran significativamente diferentes del resto de los grupos 

(p's<0.01). No se encontraron diferencias entre los grupos Shr, 12hr y el grupo Vehfculo. 

Esto indica que todos los grupos que recibieron b Inyección de escopolamina en las 2 

primeras horas después de la presentación del sabor (dla 4) no Incrementaron en la 

presentación subsecuente (dfa 5) su consumo de sacarina, mientras que la inyección de 

escopolamina en Intervalos mayores o iguales a 8 horas no tienen efecto sobre la AN. El 

grupo de las 4hr fue diferente al resto de los grupos (p's<0.05) indicando que la inyección 

de escopolamina a este tiempo afecta, aunque no con la misma intensidad que en tiempos 

menores, la AN. 

19 



AN 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

7.0 

6.0 

5.0 

~e 4.0 
.!!!¡¡ 

"f'º ·5· 
¡¡DI 2.0 

® 1.0 

o.o 

-1.0 o 
.25 .5 2 4 8 12hrs Veh 

Figura J. Curso temporal del efecto de la inyección de escopolamina después de la 
presentación de sacarina a distintos intervalos (O- 12 hes.). La AN esta expresada como el 
promedio de las diferencia en el consumo de sacarina entre los días 4 y 5. Un valor igual a 
cero (linea punteada) indica un consumo igual en ambos dlas. Cada cuadrado corresponde a 
un grupo y su tiempo de inyección. La barra negra indica el tiempo de duración del estimulo 
gustativo novedoso. El circulo representa al grupo Vehlculo. Diferencia significativa con 
respecto al grupo Vehículo: •p<0.05; .. p<0.01. 

E.4-Administración repetida de Escopolamina 

La activación de los receptores muscarínicos parece jugar un papel determinante 

para la AN, el bloqueo de estos receptores antes o después de la estimulación gustativa 

previene la AN. Una posible explicación, ni menos en el caso en que la inyección es previa 

al estimulo novedoso, es que este tratamiento induzca un aprendizaje dependiente de estado 

(la atenuación inicia en estado farmacológico distinto). Con el propósito de valorar más 

extensamente la participación de los receptores muscarinicos en la AN y determinar si la 

administración repetida de cscopolamina puede prevenirla, se inyectó escopolamina antes y 

después de In primera y segunda presentación de sacarina. 



Diseño Experimental 
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Se usaron cuatro grupos, divididos de la siguiente manera: dos grupos recibieron 

una inyección de escopolaminn (D-Scop-Pre, n=9) o solución ringer (D-Vehiculo-Pre, 

n= 10) 20 minutos antes de In primera y segunda presentación; los dos restantes recibieron 

una inyección de escopolnminn (D-Scop-Post, n=8) o solución ringer (D-Vehiculo-Post, 

n=I O) 30 minutos después de In primera y segunda presentación. 

Resultados 

No hubo diferencias significativas entre grupos en el consumo de la linea base. Un 

ANOVA de medidas repetidas (dias 4-8 x grupos) mostró: n) diferencias significativas 

entre grupos (F¡3,31)=11.3; p::0.001); b) un efecto significativo en el din de presentación 

(F(4,124)= 126.4; p<:0.001); e) interacción entre dias y grupos (Fc12,124¡= 13; p<:0.001). Una 

prueba de Fisher post hoc indicó que los grupos D-Scop-Pre y D-Scop-Post no son 

diferentes entre ellos, pero si son diferentes de los grupos Vehículo-Pre y Vehículo-Post 

(figura 4). Estos resultados muestran que los grupos que recibieron inyecciones de 

escopolamina no incrementaron su consumo de sacarina, es decir, la administración de 

eseopolamina en las dos primeras presentaciones previno la AN. 

Por otra parte, ya que la escopolamina previno la AN aun cuando los animales bebieron 

sacarina bajo el mismo estado fnnnacológico en la primera y segunda presentación, queda 

descartada la posibilidad de que la escopolamina induzca un aprendizaje estado 

dependiente (Morilak, Omdoff, et al. 1983). 
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Figura 4. Cada punto representa el consumo promedio. Scop o Vch indica inyección de 
escopolamina o vehlculo respectivamente. Los grupos "pre" fuero inyectados 20 minutos 
antes, los grupos "post" 30 minutos después de la primera (día 4) y segunda (din 5) 
presentación del sabor. Diferencia significativa con respecto al grupo control: **p<0.01. 

E.5- Efecto de la escopolamina y el AP-5 sobre el CAS 

Para saber si las dosis y los volúmenes de los fármacos empleados en estos 

experimentos tenían efecto fisiológico, valoramos los efectos del AP-5 y la escopolamina 

sobre aprendizaje del CAS a sacarina a 0.1 % (se sabe que esta tarea es sensible a estos 

tratamientos) (Ferreira et al. 2002). 

Diseño Experimental 

Se formaron 6 grupos: Vehículo-Pre (n= 9), Vehículo-Post {n= 7), Scop-Pre (n= 7), 

Scop-Post (n= 9), AP-5-Prc (n= 7) y AP-5-Post (n= 9). Los grupos "Pre" fueron inyectados 

20 minutos antes de la primera presentación de sacarina, los grupos "Post" fueron 

inyectados inmediatamente después de la presentación del sabor. Un grupo adicional 

permaneció sin operar como control intacto (Ctrl n= 7). A todos los grupos se les indujo 

malestar 15 minutos después de terminada primera presentación del sabor (sacarina 0.1 %). 
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No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en el consumo de la 

linea base (F¡s,41¡=1.9; p>O.OS). Un ANOVA de dos vlas [tres tratamientos {Scop, AP-S y 

Vehlculo} x 2 tiempos de inyección {antes y después de la presentación del sabor}) mostró 

diferencias significativas entre tratamientos (F¡2,4 1¡=S.6; p<O.OS), y tiempos de inyección 

(Fc1,41¡=27.9; p<O.OS), además de interacciones significativas entre estos (F¡1,41¡=6.7; 

p<O.OS) (figura S). Una prueba de Fisher post hoc mostró que sólo los grupos Scop-pre y 

AP-S-pre afectan el CAS. La escopolamlna y el AP-5 Interfieren con el aprendizaje del 

CAS sólo cuando son aplicados antes de In presentación del sabor novedoso (figura S), 

esto concuerda con lo antes reportado (Ferreira et al 2002). 

Prueba de Aversión 
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Figuro 5. Efecto de la escopolamina y el AP-S sobre el CAS. La aversión esta expresada 
en porcentaje respecto al consumo promedio de agua en la linea base. Los fánnacos fueron 
inyectados antes de la primero presentación de sacarina (EC) o entre la primero 
presentación y el LiCI (EC-EI). Diferencia significativa respecto al grupo control: 
••p<0.01. 
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E.6- ¿Funciona la Escopolamina como estímulo incondicionado? 

Una explicación alternativa de los efectos de la escopolamina sobre la AN podria 

ser la siguiente: la escopolamina funciona como un est!mulo incondicionado que se asocia 

con el sabor novedoso (desarrollan aversión ni sabor). y por ello los animales no 

incrementen su consumo de sacarina. Con el fin de evaluar esta hipótesis se inyectó 

escopolaminn antes_ y después de la primera presentación de sacarina a 0.1 %. Se redujo la 

concentración de sacarina debido a que: la respuesta neofóbica a esta concentración no es 

tan fuerte (Domjan 1977); esta es la concentración comúnmente utilizada en los estudios de 

CAS (Bures 1998b). Entonces, si In escopolamina sirve como est!mulo incondicionado, los 

animales mostraran en la segunda presentación una reducción significativa en el consumo 

con respecto a la primera presentación. 

Diseño Experlmentnl 

Se formaron 4, dos grupos recibieron una inyección de cscopolamina 20 minutos 

antes (Scop-Pre n =8) o inmediatamente después (Scop-Post n =9) de la primera 

presentación, los otros dos grupos recibieron ringer en los mismos tiempos (Vehículo-Pre n 

=9; Vehfculo-Post n =9). 

Resultados 

No se encontraron diferencias signific,¡tivas entre los grupos en el primer consumo 

de sacarina (Fc3,31¡=1.35; p<0.05). Los promedios en el consumo de sacarina fueron: 

Vehfculo antes 13.1±0.6, Vehfculo después 11.8±0.9, es.copolamina antes 11.2±0.5 y 

escopolamina después 11.2±0.9. Como b muestra la figura 6, ninguno de los grupos bebió 
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en Ja segunda presentación menos sacarina con respecto a su primer consumo. Esto 

demuestra que la cscopolamfna no funciona como estimulo incondicionado. 
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Figura 6. Efecto de la inyección de cscopolamina en CJ 20 minutos antes o 
inmediatamente después de Ja primera presentación de sacarina 0.1 %. Las barras indican el 
consumo de la segunda presentación expresada en porcentaje respecto al primer consumo. 
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Los resultados obtenidos muestran que la inyección de escopolamina interfiere con 

el proceso de la atenuación de la ncofobia. Este efecto, que se traduce en un bajo consumo 

de sacarina, no es incspecffico ya que la inyección de escopolamina no afecta el consumo 

de una solución familiar; tampoco es pennancnte, ya que una vez que el tratamiento 

farmacológico es suspendido, y aún después de dos inyecciones del fármaco, la AN ocurre 

normalmente. La escopolamina previene la atenuación de la ncofobia incluso cuando los 

animales bebieron sacarina bajo el mismo estado fannacológico en la primera y segunda 

presentación del sabor, esto demuestran que la cscopolamina no induce un aprendizaje 

estado dependiente. Además, la cscopolamina no funciona como estímulo incondicionado. 

Lo anterior apunta a que, probablemente, la inyección de escopolamina previene la AN 

haciendo que el sabor pcnnanczca como novedoso en la siguiente presentación. 

La Atenuación de la Neofobia y la Neofobia como procesos disociables 

El paradigma empicado en esta tesis pcrrnitc medir de manera selectiva dos 

componentes conductuales: uno que requiere la detección de la novedad (ncofobia) y otro, 

que requiere el reconocimiento de ocurrencia previa {AN). Usando este protocolo, se 

encontró que ninguno de los tratamientos aplicados, ni la cscopolamina ni el AP-5, 

interfieren con la respuesta ncofóbica, lo que hace pensar que estos tratamientos no afectan 

ni la percepción del sabor (los atributos fisicos), ni la discriminación de la novedad. Sin 

embargo, la inyección de cscopolamina afecta la Atenuación de la Ncofobia, suprimiéndola. 

Este efecto supresor de la cscopolamina sobre la AN no es permanente (basta una 
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presentación en ausencia del fánnaco paro que el proceso de atenuación inicie o continúe), y 

ocurre si el fármaco es aplicado antes o después de la presentación del sabor. Estos 

resultados evidencian una claro disociación entre la AN y la neofobia (incluyendo la 

percepción del sabor), sugiriendo que el TMG procesa esta infonnación de manero 

independiente y probablemente en estructuras distintas. 

En este sentido, se han encontrado importantes deterioros de la respuesta ncofóbica 

inducidos por lesiones del núcleo paro braquial (Reilly y Trifunovic, 2001) y la amlgdala 

(Nachman y Ashe, 1974). Además, la infusión de AP-5 en el núcleo accumbcns disminuye 

la neofobia a alimentos (Bums et al. 1996) e interfiere con la detección de la novedad 

espacial y de objetos (Usiello et al. 1997). Una posible explicación, que integra estos datos y 

los resultados aqul presentados, es que la neofobia al sabor esta mediada principalmente por 

estructuras llmbicas y corticales, mientras que la AN requiere de la participación de 

componentes corticales y subcorticalcs. 

Función de los receptores muscarínicos y la ACh 

Es un hecho conocido que la neurotransmisión colinérgica juega un papel crucial en 

los procesos de atención, aprendizaje y memoria (Giovannini et al 2001). Existe evidencia 

fannacológica que muestra que los receptores muscarínicos están involucrados con el 

aprendizaje y almacenamiento de la memoria en humanos, primates y roedores (Hasselmo 

y Bowcr 1993) (Masscy et al 2001). Sin embargo, la función del sistema colinérgico aún 

no es claro. 

Se ha reportado que el sistema cortical colinérgico se activa cuando los animales 

entran en contacto con varias clases de estlmulos novedosos (c.g. tonos, objetos, 

ambientes}, entre ellos estímulos gustativos. Sin embargo, parece no existir una relación 
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sencilla entre· la ACh y. las diferentes conductas durante las cuales su incremento es 

detectado. Recientemente se encontró que el consumo de sacarina novedosa, induce un 

incremento en la liberación de ACh en la CI. Por lo cual se ha propuesto que la ACh podría 

estar codificando la novedad del sabor (Miranda et al 2000). Los resultados aqu( obtenidos 

están de acuerdo con esa idea, y más aún, sugieren que la ACh, a través de los receptores 

muscarlnicos, desencadena los procesos celulares involucrados en la AN. 

Los receptores muscarínicos y la CI 

Se especula que la fonnación del TMG necesita la participación cortical. Sin 

embargo, su actividad puede mantenerse aún después de la decorticación funcional, i.e. este 

tratamiento no afecta el aprendizaje del CAS. Esto sugiere que el TMG utiliza, para su 

representación, diversas estructuras cerebrales, probablemente estructuras del cerebro 

medio como la amlgdala lateral (Swank 2000), donde puede ser asociado a consecuencias 

gastrointestinales aversivas (Buresova y Bures, 1973). Contrariamente, la decorticación 

funcional después de la presentación del sabor impide la AN (Buresova y Bures, 1980), lo 

que indica que los procesos implicados en la AN probablemente continúan en estructuras 

corticales. Adicionalmente, la escopolamina interfiere con el aprendizaje del CAS solo 

cuando es inyectada antes de la presentación sabor (fi¡,'11ra 5) (Naor y Dudai, 1996), lo que 

quiere decir que el sistema colinérgico cortical está implicado en la formación, pero no en 

la asociación de consecuencias aversivas al TMG (Deutsch 1978, Kral 1971, Nada! 2001, 

Miranda y Bennúdez, 1999). Sorprendentemente, la AN fue afectada por nyecciones de 

escopolamina hechas aun después de la presentación del sabor. Entonces, la AN requiere la 

actividad de los receptores muscarlnicos en la CI aún después de la presentación. 
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Todo lo anterior sugiere que el CAS y Ja AN inicialmente comparten un mismo trazo 

gustativo y que más tarde, para su asociación y almacenamiento, ambas conductas podrfan 

disponer de diferentes mecanismos neuralcs (Stcwart y Reidinger 1984, Braveman y Jarvis 

1978) y farmacológicos (BurcsÍ>va y Bures, _1980;Aguado et al., 1994, Ellis y Kcsner, 

1981). .'.:~:,> ,. 
En reportes previos se -~ncont~ó que la estimulación eléctrica de la formación 

reticular del cerebro medio (K~~A~r ~'B~rmnn, 1977) o la infusión de norcpinefrina en la 
:~r~ .l , 

amfgdala basolateral (Ellis y Kcs~er! .l98 I_). después del consumo de un sabor novedoso 

interfiere con la AN, pero deja intacto eÍ aprendizaje del CAS. Por lo tanto, es posible que 

la asociación de los componentes '~seguro I aversivo" al TMG puedan procesarse no sólo 

por mecanismos distintos, sino de manera independiente a través de componentes 

subcorticnlcs (c.g. formación reticular del cerebro medio, amfgdala) y corticales (CI). Cabe 

recalcar que aun falta por determinar el papel exacto de los receptores muscarínicos en el 

CAS y la AN en estas estructuras subcorticalcs. 

Los datos aqul expuestos revelan que Ja actividad temporal de los receptores 

muscarlnicos en In CI tiene un papel doble en Ja memoria gustativa: Participa en la 

formación del TMG y está involucrado en el aprendizaje y/o Ja consolidación de Ja AN. 

Además, recientemente se demostró que la inyección de escopolamina en CI antes de la 

presentación del sabor novedoso afecta la memoria del CAS a corto y a largo plazo 

(Ferreira et al., 2002). Todo esto indica que la escopolaminn interfiere un paso común en 

ambas conductas, probablemente Ja formación del TMG. Esta idea coincide con informes 

previos hechos en humanos(Petersen, 1977), monos (Aigner et al., 1991) y 

ratas(Bohdaneck)' y Jarvik, 1967), en los que se encontró, en tareas no-gustativas, que la 

formación del trazo de Ja memoria se ve afectada por Ja escopolamina. 
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Por otra parte, se sabe que la AN es un proceso gradual que tiene lugar entre las 

cuatro y ocho horas después de la experiencia gustativa novedosa (Nachman y Joncs, 1974) 

(Green y Parker, · 1975), Adicionalmente, la escopolamina pierde gradualmente su efecto 

sobre la AN (2-8 horas después de la. presentación del sabor novedoso) (figura 3). Esto 

señala que la cscopolamina interfiere en fases medias, y probablemente en fases tardías, del 

proceso de atenuación o en el de su consolidación. 

Los receptores NMDA 

Se ha reportado que los receptores NMDA tienen un papel importante en la 

consolidación de la memoria gustativa aversiva (Gutierrcz et al 1999b, Yasoshima et al. 

2000, Roscnblum et al., l 997;Bcrman et al., 2000). Contrariamente, los receptores NMDA 

de la CI no participan en la AN. Este resultado apoya la idea de que el bloqueo de 

receptores NMDA no interfiere con el TMG, ase\Cración que coincide con el hecho de que 

el antagonista del los receptores NMDA afecta solo la memoria a largo plazo del CAS 

(Fcrreiro et al., 2002). Estos resultados indican que el AP-5 no interfiere con el trozo 

gustativo, ni su asociación a consecuencias avcrsivas, pero esta asociación no se consolida 

en una memoria más estable. Recientemente se encontró que durante la exposición a un 

ambiente novedoso o a una segunda exposición al mismo, no hay cambio en la liberación 

de glutamato en la corteza parietal (Giovannini et al. 2001). Tampoco se encontraron 

cambios en la liberación de glutamato en la corteza insular después de la presentación de un 

sabor novedoso (Miranda et al., 2002). Esto sugiere que la actividad cortical del glutamato 

no es modulada por b grado de familiaridad o novedad de los cstfmulos. Además, se ha 

propuesto que In actividad glutamatérgica en la amfgdala señaliza cstimulos viscerales más 

que cstfmulos gustativos durante la adquisición del CAS (Miranda et al., 2002). Por lo 
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lanto, el h:cho de que el AP-5 no afcclara la AN, aún cuando la concentración y el volumen 

inyeclado era suficienle para nfcclar el aprendizaje del CAS (figura 5), es consislenle con la 

lileralurn: Se hn demostrado que la inyección sistémica de ketamina (un anlagonista no-

competitivo de los receptores NMDA), bloquea el aprendizaje del CAS (Welzl et al., 1990) 

pero no la ·AN (Aguado et al., 1994). Todos estos datos en conjunto sugieren que la AN 

puede conservarse en mecanismos insensibles al bloqueo de receptores NMDA en la 

corteza insular. 
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La respuesta neofóbica y la percepción gustativa, son eventos independientes de Ja 

actividad de los receptores muscar!nicos y NMDA en corteza insular. 

El trazo de la memoria gustativa se forma de manera simultanea a Ja ingesta, 

probablemente inmediatamente después de que el animal ha probado el sabor y depende de 

la actividad del sistema colinérgico cortical, en particular, de la activación de los receptores 

muscar!nicos en la corteza insular. Además esta activación podría estar relacionada con 

ciertas propiedades particulares del estimulo gustativo como la novedad. 

El sistema colinérgico cortical esta involucrado ~n la formación del trazo gustativo 

de Ja memoria pero no en la asociación y el almacenamiento de este ron consecuencias 

aversivas. 

La activación de los receptores muscar!nicos en la corteza insular es un paso 

necesario para la atenuación de Ja neofobia. 

La atenuación de la ncofobia es un proceso gradual que tiene lugar entre las 2-8 hrs. 

después de la ingestión, este proceso no solo requiere Ja activación de los receptores 

muscar!nicos, sino también de su actividad varias horas después de la estimulación 

gustativa. 
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La actividad temporal de los receptores muscarlnicos en In corteza insular participa 

en bs procesos relacionados con la fonnación de In atenuación de In neofobin asi como en 

In consolidación de esta. 

La asociación del trazo de la memoria gustativa con consecuencias no-nversivas 

requiere de In participación de los receptores muscarlnicos, pero es independiente de la 

actividad de los receptores NMDA. 

La actividad glutamatérgica no esta modulada por el grado de novedad o 

familiaridad del estimulo. La fonnación del trazo gustativo de la memoria es independiente 

de la activación de los receptores NMDA en corteza insular. Sin embargo, la activación de 

estos receptores juega un papel importante para el CAS. 

füdste una clara disociación entre la atenuación de la neofobia y la neofobia, 

sugiriendo que el trazo de la memoria gustativa procesa esta información usando vlas 

independientes y probablemente estructuras diferentes. La ncofobia esta mediada 

principalmente por estructuras subcorticales y limbicas, mientras que, probablemente, la 

AN requiere de componentes corticales y subcorticales. 

Para su formación, la atenuación de la ncofobia depende del componente seguro, y 

el CAS del componente aversivo. Ambos aprendizajes comparten inicialmente el TMG 

pero pueden usar estructuras y vías distintas para su asociación y consolidación. 
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La inyección de cscopolamina en corteza insular antes de la presentación del sabor 

novedoso interfiere con un paso común n ambos paradigmas (CAS/AN), probablemente la 

formación del trazo de la memoria gustativa. 

Presentación del 
sabor novedoso 

•Liberación de ACh 
•Activación de los 
rMuscarinicos 

•Fonnación del TMG 

Malestar 

•Liberación de glutamato 
•Activación de los rNMDA 
•Codificación de la i. visceral 

Ausencia de Malestar 

•Actividad sostenida de los 
rMuscnrinicos 

•Inicia la AN 

Esquema 2. Resumen de los eventos en Ja corteza insular relacionados con la memoria gustativa. 
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Figura 7. Representación gráfica de fa teoría de fa seguridad aprendida "lcamcd safcty". 
Esta teoría propone, que la atenuación de la ncofobia depende de la asociación de un sabor 
con consecuencias no-avcrsivas, i.e. la ausencia de malestar determina si es seguro 
consumir la sustancia. Entre mayor sea el intervalo temporal (t) entre la presentación del 
sabor novedoso y la presencia de malestar (a-e), menor es la intensidad (fuerza) de la 
aversión; mientras que inversa y simultáneamente la seguridad (preferencia) aumenta 
(Nnclunan and Jones, 1974). 
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