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Resumen

La administracion sistémica de antagonistas de NMDA produce una
interrupcién de la Aversion Condicionada al Sabor cuando el farmaco se
inyecta antes de la presentacion de los estimulos. Sin embargo, existen en la
literatura muy pocos experimentos que analicen la relacion entre el aprendizaje
de aversion al sabor y la actividad de los receptores NMDA cuando los
compuestos farmacoldgicos se inyectan por via sistémica entre el Estimulo
Condicionado (EC) y el Estimulo Incondicionado (El), siendo ademas en estos
casos los resultados mas contradictorios. En este trabajo presentamos dos
experimentos destinados a analizar si la administracién de MK-801 (dizolcipina
maleate) entre el EC y el El produce una interrupcién de la Aversién
Condicionada al Sabor (Experimento 1), y si la introduccion de una demora
temporal entre el EC y la administracion del MK-801 anula el efecto disruptivo
de la droga sobre la aversion al sabor (Experimento 2). Los resultados revelan
que el MK-801 produce la interrupcion de la ACS cuando se inyecta entre el EC
y el El 'y que el efecto desaparece cuando se introduce un intervalo temporal
entre la administracion del farmaco y el El. Estos resultados apuntan al
importante papel que los receptores NMDA desempefian en la codificacion y

consolidacion del trazo de memoria para el sabor.

Palabras clave: Aversidon condicionada al sabor; Receptores NMDA; MK-801;

Trazo gustativo.
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Abstract

Sistemic administration of NMDA antagonists induces a disruption of
Conditioned Taste Aversion when the drug is administered before stimuli
presentation. However, there is scarce evidence, and such evidence is
contradictory, on the role of NMDA receptors on Conditioned Taste Aversion
when the drugs are injected in the interval between the Conditioned Stimulus
(CS) and the Unconditioned Stimulus (US). In this paper we describe two
experiments designed to analyze whether MK-801 (dizolcipine maleate)
administration during the interval between the CS and the US disrupts
Conditioned Taste Aversion (Experiment 1), and whether the introduction of a
delay between MK-801 administration and US presentation prevents such
disruption (Experiment 2). The results show the predicted Conditioned Taste
Aversion disruption when the drug was injected inmediately before the US, and
normal Conditioned Taste Aversion when a delay was introduced between the
NMDA antagonist and the US. These results support a relevant role of NMDA

receptors in encoding and consolidation of the taste memory trace.

Key words: Conditioned taste aversion; NMDA receptors; MK-801; Taste trace.
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ELIMINACION DEL TRAZO GUSTATIVO TRAS LA ADMINISTRACION DE
MK-801.

El fendmeno de la Aversion Condicionada al Sabor (ACS) constituye un
procedimiento de condicionamiento clasico que ha sido ampliamente utilizado
para el estudio de procesos de aprendizaje y de memoria, tanto a un nivel
netamente psicoldgico, como a un nivel psicobiolégico (Bermudez-Rattoni,
2004; Garcia, 1989; Garcia, 1990; Garcia, Brett y Rusiniak, 1989; Garcia,
Lasiter, Bermudez-Rattoni y Deems, 1985; Garcia, Rusiniak, Kiefer y
Bermudez-Rattoni, 1982). La ACS se caracteriza por presentar cualidades
diferenciales respecto a otros tipos de procedimientos de condicionamiento
clasico. Asi, cuando se condiciona aversivamente un sabor es posible
establecer una demora prolongada entre el Estimulo Condicionado (EC) y el
Estimulo Incondicionado (El) (Garcia, Ervin y Koelling, 1966; Bures, 1998). A su
vez, el sabor tiende a asociarse mas efectivamente con compuestos toxicos
como el cloruro de litio (LiCl), que produce efectos a nivel interoceptivo y
propioceptivo, frente a estimulos de naturaleza exteroceptiva, como por
ejemplo, las descargas eléctricas (Domjan, 1983; Garcia y Koelling, 1966). Por
ultimo, es posible establecer un solido condicionamiento aun cuando el sabor y
el malestar se emparejen en un solo ensayo (Seligman, 1970).

Desde una perspectiva psicofisioldgica, varios estudios han establecido
una relacion entre los procesos psicolégicos responsables de la ACS y la
actividad de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (p.ej. Escobar, Alcocer
y Bermudez-Rattoni, 2002; Gutiérrez, Hernandez-Echeagaray, Ramirez-Amaya
y Bermudez-Rattoni, 1999). De acuerdo a las propuesta realizada por

Bermudez-Rattoni y su grupo, existen dos tipos de memoria encargadas de
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registrar y almacenar la relacion entre un sabor y sus consecuencias. Asi, si la
ingesta de un sabor novedoso no va seguida de consecuencias pasara a ser
etiquetado como familiar y seguro. Por el contrario, si el consumo va seguido
por algun tipo de malestar interno, el sabor sera etiquetado como familiar y
aversivo. Ambos trazos de memoria son mutuamente excluyentes, existiendo
un marco temporal critico (de aproximadamente dos horas) que determina el
tipo de asociacién que se va a establecer (segura o aversiva) en funcion de las
consecuencias que tenga la asimilaciéon del sabor (ver, para una revision,
Bermudez-Rattoni, 2004). Los receptores NMDA, junto con los receptores
muscarinicos, parecen ser claves en el establecimiento de la memoria aversiva
(Ferreira, Gutiérrez, De la Cruz y Bermudez-Rattoni, 2002). Sin embargo,
mientras que los receptores muscarinicos parecen modular la habituacién a la
neofobia (proceso mediante el cual un sabor novedoso llega a ser familiar y
seguro), los receptores NMDA parecen no tener una implicacién directa en este
tipo de memoria (Gutiérrez, Téllez y Bermudez-Rattoni, 2003). No obstante,
esta cuestidon no esta cerrada, ya que otros autores han propuesto que la
habituacion a la neofobia es un fendmeno que depende de la actividad de los
receptores NMDA (Figueroa-Guzman y Reilly, 2008; Figueroa-Guzman, Kuo y
Reilly, 2006).

En conjunto, los datos disponibles en la literatura parecen apuntar a un
papel clave de los receptores NMDA en la formacién y consolidacion de un
nuevo trazo de memoria para el sabor, sea este aversivo o seguro. Mas
especificamente, algunos autores han propuesto que la principal funcién de los
receptores NMDA es la codificacidon de la informacién durante la adquisicién del

aprendizaje (ver, por ejemplo, Riedel, Platt y Micheau, 2003). De esta forma,
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los receptores NMDA parecen desempefar un papel importante en la
formacion inicial del trazo gustativo, ya que la administracion sistémica de
compuestos antagonistas de NMDA como, por ejemplo, la ketamina o el MK-
801 antes de la presentacién de los estimulos, impide el desarrollo del
condicionamiento de aversion al sabor (p.ej. Aguado, San Antonio, Pérez, Del
Valle y Gomez, 1994; Walker y Scully, 1996; Welzl, Alessandri, y Battig, 1990).
Asimismo, la administracién de microinjecciones de AP5 en la corteza insular o
en la amigdala basolateral antes de la presentacion del sabor impide la
habituacién a la neofobia, asi como la ACS (Escobar et al., 2002; Ferreira et al.,
2002; Figueroa-Guzman y Reilly, 2008; Figueroa-Guzman et al., 2006;
Gutiérrez et al., 2003). Los resultados experimentales son mas contradictorios
cuando los farmacos se inoculan entre el EC y el El, o una vez que ha tenido
lugar el emparejamiento entre el EC y el El. Por ejemplo, Welzl et al., (1990)
encontraron que la ketamina, administrada entre el sabor y el LiCl, no tiene
efecto sobre la ACS, aunque en otros trabajos un incremento en la dosis de
ketamina si ha afectado a la asociacion EC-EI (Traverso, Ruiz, Camino y De la
Casa, 2008). Si la administracion del antagonista AP5 se produce en la corteza
insular durante el intervalo sabor-LiCl, algunos autores no encuentran efecto
sobre la ACS (Ferreira et al., 2002), mientras que otros han demostrado una
interferencia sobre el aprendizaje (Rosenblum, Berman, Hazvi, Lamprecht y
Dudai, 1997), resultado que también se obtiene cuando la droga es inoculada
en la amigdala basolateral (Yasoshima, Morimoto y Yamamoto, 2000). Cuando
la administracién de APS5 tiene lugar inmediatamente después del compuesto
EC-EI se ha encontrado una interrupcion de la ACS a corto y a largo plazo con

administracion intracraneal (Ferreira et al., 2002), aunque en otros trabajos no
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se ha encontrado ningun efecto sobre el condicionamiento con la
administracién sistémica de MK-801 (Traverso, Ruiz y De la Casa, 2003). Las
discrepancias en los resultados de los estudios que hemos descrito pueden
deberse a diferencias en las vias de administracion de los farmacos, a las dosis
empleadas, a diferencias en los protocolos experimentales, etc.

El objetivo fundamental de la presente investigacion fue analizar la
implicacién de los receptores NMDA en la formacion del trazo de memoria para
el sabor. Con este fin se administraron diferentes concentraciones de MK-801
después de la presentacidon de sacarosa (EC) y antes del LiCl (El) en una
preparacion de ACS (Experimento 1). En base a la evidencia previa,
esperabamos que el MK-801 impidiera el establecimiento del trazo de memoria
del sabor y que, por tanto, la ACS no se estableciera. Ademas, este resultado
podria resultar dependiente de la dosis administrada. Por otra parte, en el
Experimento 2 analizamos si los receptores NMDA se limitan a modular la
formacion de un trazo de memoria para el sabor, o si su influencia se extiende
al establecimiento de la asociacién EC-EI y al procesamiento de las
propiedades aversivas del LiCl. Para verificar esta posibilidad, el MK-801 o una
dosis equivalente de solucién salina se inyectaron inmediatamente después, 20

minutos después o 40 minutos después del EC.

EXPERIMENTO 1
Si los receptores NMDA modulan el procesamiento del EC, o la
formacion del trazo gustativo en la memoria, podriamos esperar que la
administraciéon de MK-801 en el intervalo que media entre la presentacion del

EC y del El interfiera en el establecimiento de la ACS (por ej, Traverso et al.,
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2008). Para contrastar esta hipotesis con los parametros especificos que
empleamos en nuestro laboratorio llevamos a cabo un disefio tipico de ACS en
el que los animales tenian acceso al sabor (sacarosa) diluido en agua para,
posteriormente, recibir la administracion intraperitoneal del MK-801 o un
volumen equivalente de solucién salina, seguida en ultimo término por una
inyeccion de LiCl. Empleamos tres dosis diferentes de MK-801 (0.05 mg/kg, 0.1
mg/kg 6 0.2 mg/kg), con objeto de identificar si la interferencia sobre el
condicionamiento de la droga era dependiente de la dosis administrada. En
base a estos parametros en este experimento empleamos cuatro grupos: SAL,

MK/0.05, MK/0.1 y MK/0.2 cuyo tratamiento aparece detallado en la Tabla 1.

Tabla 1 por aqui

Este experimento nos permitira analizar el efecto del bloqueo de los
receptores NMDA sobre la ACS sin que los efectos analgésicos o anestésicos
de farmacos utilizados en experimentos previos como la ketamina tengan

ninguna incidencia.

Método

Sujetos. Se utilizaron 32 ratas Wistar macho, experimentalmente
ingenuas. El peso medio de los animales era de 313 grs. (rango de 247-370
grs.) al inicio del experimento. Los animales se alojaron individualmente en
cajas de plexiglas transparente (43 x 25 x 15 cm). El ciclo luz/oscuridad

oscilaba en intervalos de 12 hrs. Los animales fueron sometidos a un programa
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de deprivacion de liquido (30 min. de acceso diario al agua) siete dias antes del

inicio de los tratamientos experimentales.

Aparatos. Las sesiones experimentales se desarrollaron en una sala
experimental diferente al estabulario. Cada animal se trasladaba de su jaula
hogar a una caja de plexiglas trasparente (30 x 18 x 18 cm) durante el
desarrollo de las sesiones. El EC, sacarosa disuelta en agua (0.5%), se
presentaba en botellas de plastico graduadas (150 ml de capacidad), con
boquillas de acero inoxidable y sistema antigoteo. Las botellas se acoplaban a
una abertura frontal de la caja, a través de la cual los animales podian acceder
al fluido. La cantidad de liquido ingerido se calculaba a partir de la diferencia
entre el peso de la botella antes y después de cada ensayo. Tanto el MK-801
(0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg o 0.2 mg/kg, en funcién del grupo) como el LiCl (0.4

Molar, 190 mg/kg), y la solucién salina se administraban por via intraperitoneal.

Procedimiento.

Linea Base. Durante los tres ultimos dias de la fase de privacion se
media la cantidad de agua que consumian los animales en sus cajas hogar
durante un periodo de 30 min. Los sujetos en los diferentes grupos
experimentales (n=8) se distribuyeron en base a este consumo para reducir la

variabilidad entre grupos.

Condicionamiento. El dia siguiente los animales se trasladaban desde la
colonia a la sala experimental y se introducian individualmente en las cajas
experimentales. Posteriormente se les permitia el acceso a la solucion de
sacarosa durante 10 min. para, inmediatamente después, administrar la dosis

correspondiente de MK-801 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg o 0.2 mg/kg) o de solucién
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salina, segun correspondiese (ver Tabla 1). Por ultimo todos los sujetos
recibian la inyeccién de LiCl ajustada a su peso corporal. Una vez concluido el
ensayo de condicionamiento se permitid a los animales acceso libre a agua
durante 20 min. para completar los 30 min de acceso a liquido diarios. El

condicionamiento tuvo lugar en un solo ensayo.

Prueba. El dia siguiente al condicionamiento se llevaba a cabo la
prueba. Para ello los animales se trasladaban a las cajas experimentales y se
les permitia el acceso a la botella con la disolucion de sacarosa durante 10 min.
El consumo en este ensayo se emple6é como indicio del nivel de
condicionamiento alcanzado (Respuesta Condicionada o RC). En este ensayo

los animales no recibian ningun tipo de droga ni sustancia toxica.

Resultados y discusion

La Figura 1 representa el consumo medio de sacarosa durante el dia del
condicionamiento (antes de la administracion del El) y el dia de la prueba, en
funcion de las diferentes dosis de MK-801. Como se puede observar en la
figura, aparecié un claro efecto de ACS en todos los grupos en el ensayo de
prueba, al reducirse la ingesta de sacarosa. Sin embargo, la reduccion fue de
maxima intensidad en el grupo SAL y en el grupo MK/0.05. El nivel de
condicionamiento fue ligeramente menor en el grupo MK/0.1, mientras que se

observo una clara interferencia sobre la ACS en el grupo MK/0.2.

Figura 1 por aqui
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Estas impresiones se vieron confirmadas por un ANVAR mixto 2 x 4
(Ensayos x Grupos, siendo el primero de los factores intra sujeto) realizado
sobre el consumo medio de sacarosa. El analisis reveld un efecto significativo
de los factores Ensayos, F(1,28)=92.31; p<0.001, debido a la reduccién general
del consumo el dia de la prueba, y Grupos, F(1,28)=6.91; p<0.01, debido al
decremento global en el consumo a medida que la intensidad de la dosis de
MK-801 inyectada aumentaba. La interaccion Ensayos x Grupos resulto
marginalmente significativa, F(3,28)=2.71; p=0.06. Para explorar esta
interaccion, llevamos a cabo comparaciones a priori entre los grupos (t de
Student, p<.05) basadas en nuestras hipotesis sobre el consumo medio
correspondiente al dia del condicionamiento y al de la prueba. Mientras que el
dia del condicionamiento no se produjeron diferencias entre los grupos, los
analisis para el ensayo de prueba revelaron que el consumo en el grupo
MKJ/0.2 fue significativamente mayor que el de los grupos SAL, MK/0.05 y
MK/0.1. Ninguna otra comparacion de interés fue significativa.

Estos resultados revelan que una dosis de 0.2 mg/kg es efectiva para
producir una interrupcién de la ACS cuando se administra inmediatamente
después del EC e inmediatamente antes del El. Este efecto replica resultados
previos cuando la inyeccion tiene lugar antes de los tratamientos (Walker y
Scully, 1996) y es coherente con los estudios previos que no habian
encontrado dicha interrupcion cuando la dosis empleada es de 0.05 mg/kg
(Robinson, Crooks, Shinkman y Gallagher, 1989). En base a estos resultados
podemos confirmar que la administracion de MK-801 (0.2 mg/kg) dificultaria la

formacion del trazo de memoria gustativo, 0 memoria gustativa a corto plazo, lo
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que impediria el establecimiento de la asociaciéon con el El (ver Welzl et al.,

1990 y Traverso et al., 2008, para conclusiones similares con ketamina).

EXPERIMENTO 2

El Experimento 1 demostré que los receptores NMDA desempeiian un
papel clave en el procesamiento de los estimulos gustativos. No obstante, ya
que en el primer experimento la administracion del farmaco se produjo
inmediatamente antes del El, es posible que se pueda haber producido algun
tipo de interferencia del MK-801 sobre el efecto del LiCl, lo que podria haber
dado lugar a la reduccién de la intensidad del condicionamiento. Para excluir
esta posibilidad llevamos a cabo un segundo experimento en el que
desarrollamos un disefo factorial 3 x 2 (Demora: 0 vs. 20 vs. 40 min x Droga:
Salino vs. MK-801). Los animales en cada grupo recibieron el MK-801 o la
solucion salina inmediatamente después del EC, 20 minutos después 0 40 min
después, en funcion del grupo al que estuvieran asignados (en la Tabla 2
aparece un resumen del disefio experimental). Si los receptores NMDA estan
implicados en el procesamiento del EC, pero no interfieren en la accion del El,
el condicionamiento deberia reducirse sélo en aquellos grupos que reciben el
farmaco inmediatamente después del sabor. Por el contrario, si el MK-801
produce algun efecto cruzado sobre mecanismos o procesos relacionados con
el efecto del LiCl, el condicionamiento deberia verse afectado en todos los
grupos en los que se inyecto el farmaco, independientemente del momento de

su administracion.
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Tabla 2 por aqui

Método

Sujetos. Utilizamos 42 ratas Wistar macho experimentalmente ingenuas.
El peso medio de los animales fue de 301 grs. (rango entre 249-349 grs.). Siete
dias antes del inicio de los tratamientos experimentales los animales fueron
sometidos a un programa de privacién de agua por el que recibian acceso a 30
min. de agua cada dia. El resto de las condiciones fueron similares a las

descritas para el experimento anterior.

Aparatos. Las sesiones se desarrollaron en la misma sala experimental
descrita en el experimento anterior. Igualmente, las cajas y las botellas
empleadas fueron las mismas descritas para el Experimento 1. El indice de
consumo se registraba de la misma forma, mientras que el MK-801 se
administraba a dosis de 0.2 mg/kg, y el LiCl se inyectaba con el mismo
volumen y molaridad que en el experimento previo. EI EC empleado fue una

disolucion de sacarosa en agua corriente (0.5%).

Procedimiento

Linea Base. Se midio la cantidad de agua que los animales ingirieron a
lo largo de los tres dias previos a la fase de adquisicion. Al igual que en el
experimento anterior, los animales se distribuyeron entre los grupos (n=7)
atendiendo al consumo medio durante estos tres dias para minimizar las

diferencias en la ingesta el dia del condicionamiento.
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Condicionamiento. Tal y como describimos para el Experimento 1, las
sesiones de condicionamiento y prueba tuvieron lugar en la sala experimental.
Una vez introducidos en las cajas experimentales, se permitia a los animales el
acceso a la solucién de sacarosa durante 10 min. La inyeccion de MK-801 se
administraba inmediatamente después del sabor, 20 min. después del sabor, o
inmediatamente antes del LiCl, en funcion del grupo experimental (ver Tabla 2).
Para todos los animales el LiCl se inyectd 40 min después de que finalizara el

consumo de sacarosa.

Prueba. La prueba se llevo a cabo 24 horas después de la fase de
adquisiciéon. Los animales tuvieron acceso en las cajas experimentales a la
disolucién de sacarosa durante 10 min. La cantidad de sacarosa consumida se

empled como indice del condicionamiento.

Resultados y discusion

La Figura 2 representa el consumo medio de sacarosa durante el dia del
condicionamiento y el dia de la prueba para los animales que habian recibido
solucion salina (Seccion A) 6 0.2 mg/Kg de MK-801(Seccién B) en funcion del

intervalo entre el consumo de sacarosa y la administracién del farmaco.

Figura 2 por aqui

Con objeto de identificar las diferencias entre los grupos aplicamos un
ANVAR mixto 2 x 2 x 3 (Ensayos x Droga x Demora) sobre el consumo medio

de sacarosa correspondiente a los ensayos de condicionamiento y de prueba.
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Tanto el efecto principal de los Ensayos como el de la Droga fueron
estadisticamente significativos, F(1,36)=531.83; p<0.001 y F(1,36)=9.01;
p<0.01, respectivamente. El efecto de los Ensayos refleja el decremento
general del consumo que se produjo en el ensayo de prueba debido a la ACS,
mientras que el efecto de la Droga se debid a un mayor consumo general de
sacarosa para los animales a los que se les administroé el MK-801
(Media=14.41 ml., SD=1.82), comparado con el consumo de los animales
inyectados con la solucion salina (Media=12.61 ml., SD=1.26). El efecto
principal del factor Demora no fue estadisticamente significativo, F(2,36)=1.07;
p<0.35.

Todas las interacciones entre los factores fueron significativas (ps<.05),
aunque solo analizaremos en profundidad la la triple interaccion entre los
Ensayos, la Droga y la Demora, F(2,36)=5.72, p<0.01, por corresponder con los
resultados que anticipabamos en nuestras hipotesis. Para identificar el origen
de esta interaccién llevamos a cabo dos ANVAR 2 x 3 (Droga x Demora)
independientes sobre el consumo medio correspondiente al dia del
condicionamiento y al dia de la prueba. El analisis sobre el dia del
condicionamiento reveld que no existieron efectos significativos para el factor
Droga, F(1,36)<1 ni para el factor Demora, F(2,36)=1.98; p>0.1. La interaccién
tampoco resulto significativa, F(2,36)<1. El mismo analisis aplicado al consumo
el dia de la prueba revel6 un efecto significativo del factor Droga,
F(1,36)=12.66; p<0.01, ya que los sujetos que recibieron MK-801 consumieron
de forma global mas sacarosa que los sujetos asignados a la condicién salina.
También resulté estadisticamente significativo el factor Demora, F(2,36)=3.35;

p<0.05, ya que, de forma global, los animales inyectados inmediatamente
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después del EC (grupos SAL/0 min y MK/0O min) consumieron mas sacarosa
que aquellos grupos que fueron inyectados 20 min. 6 40 min. después del
sabor. También fue significativa la interaccion Droga x Demora, F(2,36)=8.66,
p<0.01.

El origen de esta interaccion se puede identificar en la Figura 3, donde
se representa el consumo medio de sacarosa para los diferente grupos el dia
de la prueba. Como se puede observar en la figura, en los grupos inyectados
con solucién salina tuvo lugar un condicionamiento intenso con independencia
del momento en que se administraba esta sustancia. Sin embargo, se produjo
un efecto disruptivo de la ACS cuando se inyectd el MK-801 justo después de
la exposicidn al sabor. No obstante, a medida que aumentaba el intervalo de
tiempo entre la presentacion del EC y la administracion del MK-801 el efecto

disruptivo de la droga sobre el condicionamiento tendié a desaparecer.

Figura 3 por aqui

Estas impresiones fueron confirmadas por comparaciones a priori
basadas en nuestras hipétesis (t de student, p<.05). Concretamente, los grupos
que habian recibido la solucion salina no difirieron entre ellos. El
condicionamiento fue significativamente menor en el grupo MK/0 min
comparado con su respectivo control de salino (SAL/0 min). Sin embargo, la
comparacién entre los grupos grupos MK/20 min y MK/40 min con sus
controles de salino correspondientes (SAL/20 min y SAL/40 min) no revelo

diferencias significativas. Finalmente, el consumo en el grupo de MK/0 min fue
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significativamente mayor que en los grupos MK/20 min y MK/40 min, mientras
que la diferencia entre estos dos ultimos grupos no fue significativa. Por
consiguiente, los resultados sugieren que el MK-801 produjo una atenuacién de
la ACS unicamente cuando el farmaco se inyectd inmediatamente después del

sabor.

Discusién General

Los resultados del Experimento 1 muestran que la administracion de
MK-801 (0.2 mg/kg), entre la presentacion del sabor y la inyeccion de LiCl,
produce una atenuacion de la ACS. Esto parece indicar que los receptores
NMDA desempeinan un papel clave en la adquisicidén y consolidacion del trazo
gustativo en la memoria (Traverso et al., 2008; ver también Traverso, et al.,
2003; Traverso,Quintero, Vargas, De la Casa y Lopez, 2010). No obstante, en
base a los resultados de este experimento no puede descartarse
completamente la posible influencia del MK-801 sobre las propiedades
aversivas del El. Precisamente ese fue el objetivo del Experimento 2, cuyos
resultados muestran que cuando la droga se inyectaba inmediatamente
después del sabor era efectiva para producir la atenuacion de la ACS, pero
cuando la administracion se distanciaba temporalmente de la exposicién al EC
(20 6 40 min.) el condicionamiento se establecia con normalidad. En conjunto,
los resultados indican que los receptores NMDA desempefan un papel clave
en la adquisicion de la informacién relativa al EC, aunque parecen ser menos
relevantes una vez que se ha establecido la asociacion EC-EI. A su vez, los
resultados parecen mostrar que el MK-801 no tiene un efecto significativo sobre

el impacto del LiCl en el organismo.
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En otros experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio, la
administracién de dosis anestésicas de ketamina (75 mg/kg y 120 mg/kg), otro
antagonista no competitivo de los receptores NMDA, entre el sabor y el LiCl ha
producido una reduccion en el nivel de ACS (Traverso et al., 2008). Este efecto
no se observa cuando se inyectan dosis subanestésicas (25 mg/kg y 50
mg/kg). A su vez, si se establece una demora temporal de 30 min. entre el EC y
el El, las dosis mas elevadas de ketamina (75 mg/kg y 120 mg/kg) atenuan el
aprendizaje cuando se inyectan inmediatamente después del sabor, pero no
cuando transcurre un intervalo de 15 6 30 min. entre el consumo de la sacarosa
y la administracién del farmaco (Traverso et al., 2008). Por tanto, los resultados
que se recogen en este trabajo utilizando MK-801 reproducen aquellos que se
obtienen con ketamina, aumentando su fiabilidad y validez. Es interesante
sefalar que la ketamina posee propiedades anestésicas (p.ej. Haas y Harper,
1992; Irufine, Shimizu y Nomoto, 1991; Kelland, Soltis, Boldry y Walters, 1993)
y analgésicas (p.ej. Reich y Silvay, 1989; Subramaniam, Subramaniam, y
Steinbrook, 2004) y, por tanto, la utilizacion de MK-801 permite excluir la
influencia de los efectos anestésicos o analgésicos sobre el aprendizaje. De
hecho, el MK-801 potencia las propiedades anestésicas de otros compuestos
farmacolégicos (Daniell, 1990), pero no es un anestésico eficaz por si mismo
(Kelland et al., 1993), ni parece tener efectos analgésicos significativos cuando
se administran dosis similares a las empleadas en nuestro estudio (Sufka,
1994), aunque algunos trabajos han demostrado que el MK-801 produce una
reduccion del dolor cutaneo y muscular (Ma y Woolf, 1995; Woolf y Thompson,

1991).
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Es importante resefiar que los resultados obtenidos en nuestros
experimentos no pueden atribuirse a posibles efectos del farmaco sobre la
capacidad sensorial del animal, puesto que los animales recibian la inyeccién
de MK-801 tras la presentacién del sabor. Por tanto los estimulos habrian sido
procesados correctamente por el sistema sensorial del animal en el momento
en que se administraba el farmaco. Ademas, nuestros resultados apuntan en la
misma linea de otras investigaciones en las que se ha evaluado la influencia de
la ketamina sobre la percepcidn sensorial de estimulos como la sacarina o el
LiCl, ya que esta sustancia no afecta a las capacidades sensoriales para
percibir el malestar gastrointestinal (Mickley, Remmers-Roeber, Dengler,
McMullen, Kenmuir, Girdler, Crouse y Walker, 2002).

La reduccion en el nivel de aprendizaje que se observa en los dos
experimentos tampoco puede atribuirse a un efecto del MK-801 sobre la
capacidad locomotora de los sujetos experimentales, ya que al administrarse el
antagonista tras la presentacion del sabor los efectos motores no pudieron
alterar la respuesta de ingesta del liquido. Si fue evidente que la
administracion de las dosis mas elevadas del farmaco (0.1 mg/kg y 0.2 mg/kg)
producian efectos motores visibles en los animales (por ej., hiperlocomocion,
ataxia, estereotipia, movimientos de lado a lado, etc). Esta alteracion de los
movimientos naturales del animal se prolongaba durante periodos que
oscilaban aproximadamente entre los 60-120 min. en linea con lo reflejado en
trabajos previos (p.ej. Traverso et al., 2003).

Por otro lado, en nuestro estudio la administraciéon del antagonista esta
limitada a la fase de condicionamiento, mientras que la fase de prueba se lleva

a cabo sin influencia farmacologica. De este modo, el farmaco podria haber
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inducido un cambio en el estado interno del animal durante la fase de
condicionamiento. Este estado interno podria modificar el procesamiento de la
sacarosa durante ese periodo. Por el contrario, los animales se encontraban en
un estado interno neutro en el momento en que tenian acceso al sabor durante
la fase de prueba. Este contraste en el estado interno que el sujeto
experimenta entre la fase de condicionamiento y la fase de prueba podria
explicar en cierta medida la reduccion en la aversion a través del fenomeno
conocido como efecto dependiente de estado (Overton, 1978). No obstante,
existen varios datos que hacen poco probable esta posibilidad. En primer lugar,
la droga se administro tras la presentacion del sabor, por lo que el
procesamiento inicial de la informacién sensorial durante la fase de
condicionamiento se produjo en condiciones similares a las que el sujeto
experimento en la fase de prueba. En segundo lugar, un efecto dependiente de
estado deberia reducir el consumo de sacarosa en todos los grupos del
Experimento 2 que recibieron la administracion del MK-801, con independencia
del momento en que se administré la droga, lo que no se observé en los
resultados.

Una ultima posibilidad que podria afectar al resultado de los
experimentos tiene que ver con el posible papel como El que podria haber
jugado el MK-801 (p.ej. Jackson y Sanger, 1989), compitiendo con el LiCl para
asociarse con el sabor. De este modo, la asociacion sacarosa-MK-801 podria
haber bloqueado o ensombrecido la asociacion sacarosa-LiCl. Sin embargo, los
datos obtenidos en el Experimento 2 descartan esta hipétesis, ya que el
farmaco deberia haber competido con el LiCl con independencia del momento

en que se hubiera administrado.



Trazo gustativo y MK-801 21

Un aspecto a tener en cuenta en la interpretacion de nuestros resultados
esta relacionado con la dinamica farmacologica del MK-801. Este compuesto,
al igual que la ketamina, es un antagonista no competitivo que bloquea
progresivamente el canal de calcio de los receptores NMDA. El tiempo exacto
que tarda la ketamina o el MK-801 en bloquear el canal es desconocido, pero el
proceso parece ser relativamente lento y depende de si el canal idnico esta
abierto o cerrado. Una vez que el canal esta abierto, es bloqueado rapidamente
por la droga, pero como la probabilidad de que el canal este abierto es baja, en
su conjunto el proceso de bloqueo es lento y gradual (ver Huettner y Bean,
1988; MacDonald, Miljkovic y Pennefather, 1987). EI MK-801 produce efectos
sobre la conducta motora en unos 10 6 20 minutos cuando se emplean dosis
que van de 0.05 a 0.3 mg/kg. Se estima que el efecto de los antagonistas de
NMDA sobre la conducta motora es un indicio de su accion sobre el canal de
calcio del receptor (p.ej. Hargreaves y Cain, 1992) y en nuestro estudio el MK-
801 deberia producir un efecto sobre el aprendizaje en un intervalo temporal de
10 - 20 minutos. En el Experimento 2 se observa que cuando se incrementa el
tiempo entre la administracion de la droga y la exposicion a la sacarosa, el
efecto de deterioro del condicionamiento decrece. Esto parece indicar que si
los receptores NMDA no estan completamente bloqueados cuando la conexion
sabor-malestar se establece a nivel central, la capacidad del farmaco para
interferir en la asociacion se reduce significativamente. Por consiguiente, y de
acuerdo a nuestros resultados, parece que en el grupo MK/0.2 del Experimento
1,y en el grupo MK/0 min. del Experimento 2, el bloqueo funcional del receptor

NMDA tuvo lugar antes de que la influencia del LiCl sobre el sistema nervioso
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central fuera lo suficientemente intensa como para asociarse efectivamente a la
huella de memoria del sabor.

En resumen, nuestros resultados estan en linea con aquellas
investigaciones que han encontrado que el trazo de memoria para un
determinado sabor, es dependiente de la actividad de los receptores NMDA
(Aguado et al., 1994; Escobar et al., 2002; Ferreira et al., 2002; Figueroa-
Guzman y Reilly, 2008; Figueroa-Guzman et al., 2006; Gutiérrez et al., 2003;
Rosenblum et al., 1997; Walker y Scully, 1996; Welzl et al., 1990; Yasoshima et
al., 2000), aunque contradicen aquellos que no han encontrado efectos sobre el
establecimiento de ACS (Ferreira et al., 2002). En este sentido, los receptores
NMDA parecen desempefiar un papel clave en la codificacion y/o consolidacion
del trazo de memoria para el sabor, 0 memoria gustativa a corto plazo
(Traverso et al., 2003, 2008, 2010). Esta memoria podria depender de los
receptores NMDA hasta el momento en que es clasificada por el organismo
como familiar y segura, o hasta el momento en que entra en conexion con la
informacion procedente de aquellos centros neurales que procesan el El,

etiquetandose en ese caso como familiar y aversiva.
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Tabla 1: Resumen del disefio del Experimento 1. SAL: Solucion salina; MK:

MK-801; Sac: Sacarosa; LiCl: Cloruro de Litio.

Grupo Condicionamiento Prueba
SAL Sac- SAL - LiCl Sac
MK/0.05 Sac- MK (0.05 mg/kg) - LiCl Sac
MK/0.1 Sac- MK (0.1 mg/kg) - LiCl Sac
MK/0.2 Sac- MK (0.2 mg/kg) - LiCl Sac
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Tabla 2. Resumen del disefio del Experimento 2. SAL: Soulcion salina; MK:

MK-801; Sac: Sacarosa; LiCl: Cloruro de Litio.

Grupo Condicionamiento Prueba
SAL/0 min Sac - 0 min - SAL - 40 min - LiCl Sac
MK/0 min Sac - 0 min - MK - 40 min. - LiCl Sac

SAL/20 min Sac - 20 min - SAL - 20 min. - LiCl Sac
MK/20 min Sac - 20 min - MK - 20 min - LiCl Sac
SAL/40 min Sac - 40 min - SAL - 0 min - LiCl Sac
MK/40 min Sac - 40 min - MK - 0 min - LiCl Sac
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Pies de figuras:

Figura 1. Consumo medio de sacarosa (ml.) correspondiente a los ensayos de
condicionamiento y prueba en funcion de la droga inyectada (solucion salina o

dosis de 0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg 6 0.2 mg/kg de MK-801).

Figura 2. Consumo medio de sacarosa (ml.) correspondiente a los ensayos de
condicionamiento y prueba en funcion del intervalo entre el EC y la
administracién de la droga (0, 20 6 40 min) para los grupos inyectados con

solucién salina (Seccion A) o con 0.2 mg/Kg de MK-801 (Seccion B).

Figura 3. Consumo medio de sacarosa (ml.) el dia de la prueba del
condicionamiento en funcién de la droga inyectada (MK-801 o solucién salina) y

del intervalo entre el EC y la administracion de la droga (0, 20 6 40 min).
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