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1. NUTRICION.

La ingesta de alimentos es un comportamiento motivado multifactorial que tiene
por objetivo mantener el equilibrio energético necesario para la supervivencia de los

organismos (Zafra ez al., 2007; Berthoud, 2008).

Y asi, a pesar de que existe una predisposicion biologica hacia algunos alimentos
(sabores dulces, grasos y salados), los individuos disponen de la capacidad para
desarrollar preferencias y aversiones especificas hacia los sabores (Rozin y Shulkin,
1990; Birch, 1999; Touzani y Sclafani, 2002; Myers y Sclafani, 20006). Por ejemplo, los
animales pueden aprender a elegir sabores que se asocian con un aporte de calorfas y
a evitarlos cuando estan asociados a enfermedad (Baker y Booth, 1989; Lucas y
Sclafani, 1989; Agtero e al., 1993a, b; Cubero y Puerto, 2000a, b; Mediavilla e a/,
20005 Sclafani ez al., 2001; Zafra et al., 2002; 2005). Es mas, tanto los animales como
los seres humanos pueden aprender a nutrirse observando el comportamiento de sus
congéneres y, de hecho, los roedores suelen preferir sabores que han experimentado
previamente en la leche materna o los que huelen en el aliento de otros animales
(Galef, 1995; Galef ez al., 1997). En esta linea, se ha demostrado que los roedores
criados en grupo, en lugar de aislados, son mas proclives a consumir dietas sanas

(Galef y Wright, 1995).

Esto es, la alimentaciéon es una actividad vitalmente importante que implica
comportamientos tanto innatos como adquiridos (Tolkamp ez a/., 1998; Kyriazakis ez

al., 1999; Reilly y Bornovalova, 2005).

1.1. SELECCION DE LA DIETA.

Un apartado importante dentro de la nutricién es el relacionado con la seleccion
de la dieta (Peters y Harper, 1987; Booth y Baker, 1990; Covasa y Forbes, 1995;
Kyriazakis et al, 1999; Simpson y Raubenheimer, 1999; Geurden ef @/, 2005), un
proceso que también incluye el desarrollo de ciertas preferencias como las generadas
en los casos de las deficiencias en la alimentacién y particularmente en el apetito por
el Sodio (Rowland, 1990; Leshem, 1999), algunas vitaminas y minerales esenciales
(Hartis ef al., 1933), o el Calcio (Leshem ez al., 1999), el Féstoro (Blair-West ef al.,
1992) y las Proteinas (Tolkamp ez al., 1998; Arsenos y Kyriazakis, 2001).

Sin embargo, aun sin olvidar estos relevantes comportamientos nutritivos

(aunque excepcionales), en la mayoria de los casos los animales han de aprender a
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elegir y consumir alimentos adecuados, algo que logran a través de la experiencia.
Este es el caso de la carencia en Vitamina Bl (Tiamina) que provoca preferencias
manifiestas por aquella dieta, entre dos, que la contiene, evitando el consumo de la

dieta deficiente (Harris ez al., 1933).

1.2. LA INGESTA DE ALIMENTOS Y LA SACIACION.

En la ingesta de alimentos intervienen diversos componentes nutritivos
(proteinas, grasas, hidratos de carbono, etc.) asi como estructuras centrales y
periféricas (Berthoud, 2008; Woods, 2009; Berthoud y Munzberg, 2011) que incluyen
dos sistemas: 1) un mecanismo de Retroalimentacion Positiva, que depende de los
receptores gustativos y olfatorios y que aumenta o mantiene la ingesta actual (Davis y
Levine, 1977; Van vort y Smith, 1983; Sclafani, 1995); y 2) un mecanismo de
Retroalimentacion Negativa, que depende de una gran variedad de receptores
digestivos (Deutsch, 1985; Smith e# a/, 1990; Friedman, 1991) y cuya informacién
tiende a suprimir la ingesta de comida y a acelerar los procesos de Saciacion (Swithers
y Hall, 1984; Deutsch, 1985; Smith ez a/., 1990; Grennberg, 1996; Baird ez a/., 2001a,
b).

Con respecto a la supresion de la ingesta se han propuesto dos procesos. El
primero es conocido como Saciacion (a Corto Plazo) que parece depender de
mecanismos neurales y que serfa el responsable de la finalizacién y del volumen de
una ingesta. El segundo proceso, Saciedad (a Largo Plazo), parece depender de
factores metabdlicos y setfa el responsable de la inhibicién del consumo de comida
durante varias horas (Intervalo Inter-Ingesta) (Kaplan es @/, 1993; Blundell et af,

1996; Schwartz ez al., 1999).

1.2.1. BASES NEURALES DE LA SACIACION A CORTO
PLAZO.

1.2.1.1. Implicacion del Nervio Vago en la Ingesta de
Alimentos y la Saciacion a Corto Plazo.

La fuente de sefiales neurales que regulan la Saciaciéon parecen originarse en
alguno/s de los segmentos del sistema digestivo activados antes de que se produzca
la absorcion (Blundell ez al., 1996; Schwartz et al., 1999; Schwartz, 2000) y, al parecer,
podrian ser procesadas fundamentalmente a través del Nervio Vago (Gonzalez y
Deutsch, 1981; Louis-Sylvestre, 1983; Schwartz y Moran, 1996; Phillips y Powley,
1998; Schwartz ¢# al., 1999; Schwartz, 2000; Petets ¢ al., 2006; Berthoud, 2008).
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Esta implicaciéon del Nervio Vago ha sido estudiada a través del analisis de la
ingesta de comida de animales vagotomizados (Snowdon, 1970; Mordes e/ al., 1979;
Gonzalez y Deutsch, 1981; Smith e7 a/., 1981; Kral, 1983; Sclafani y Kramer, 1983;
Furness ¢t al., 2001; Date et al., 2002; Zatra et al., 2003, 2004, 2006), en unos casos ya
recuperados de la intervencion quirdrgica (Chavez ef al., 1997; Kelly ez al., 1999) o, en
otros, inmediatamente después de la cirugia vagal, que evita asi (en el ultimo de los
casos) la posible inclusion de factores de aprendizaje que puedan enmascarar el

efecto (Phillips y Powley, 1998; Zafra ez al., 2003, 2004).

Estas diferencias procedimentales, ademas de la utilizacion de dietas diferentes,
explican las discrepancias observadas en la ingesta de comida y sobre la posible
funcién del Nervio Vago (Kelly e al., 1999). Asi, mientras en el ultimo de los casos la
desaferentizacion vagal genera un sobreconsumo de alimento (South y Ritter, 1983;
Castonguay y Bellinger, 1987; Reidelberger y O’Rourke, 1989; Chavez e al, 1997,
Curtis y Stricker, 1997; Phillips y Powley, 1998; Kelly ez a/, 1999; Zafra et al., 2003,
2004), en otros casos (con experiencia previa) las Vagotomias no afecta a la ingesta
(Lorenz, 1983; Kraly ez al., 1986; Castonguay y Bellinger, 1997; Chavez e# al., 1997;
Kelly ez al., 1999; Zafra et al., 2003, 2004).

De todos estos datos se ha concluido que los animales desafenrentizados
vagalmente carecen de los mecanismos necesarios para regular el proceso de
Saciaciéon (a C.P.), cuando existe una ausencia de experiencia previa (dieta no
familiar) (Chavez e al., 1997; Kelly ez al., 1999, 2000) o cuando, aun disponiendo de
experiencia previa (dieta familiar), no disponen de las aferencias sensoriales
necesarias para resolver correctamente este proceso (Phillips y Powley, 1998; Zafra ez

al., 2003, 2004).

1.2.1.2. Implicaciéon del Area Parabraquial en la Ingesta de
Alimentos y la Saciacion a Corto Plazo.

Las fibras aferentes vagales viscero-sensoriales tienen su primer relevo cerebral en
la regiéon caudal del Nucleo del Tracto Solitario (NTSc) (Hyde y Miselis, 1982;
Shapiro y Miselis, 1985; Norgren y Smith, 1988; Altschuler ez a/, 1989, 1992; Barraco
et al., 1992). Este region bulbar, a su vez, proyecta hacia el Nucleo Parabraquial
Lateral (PBl) fundamentalmente (Loewy y Burton, 1978; Herbert ez a/, 1990) vy,
especialmente, a la region lateral externa (PBle) (Loewy e al 1990; Jia et al., 1994;
Saper, 1995), lugar donde se concentran las fibras que transportan la informacién

viscero-quimiosensorial (Bernard ez a/., 1993) (Figura 0.1).
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Figura 0.1: Localizaciéon anatémica aproximada del Nucleo Parabraquial Lateral y transmision de la
informacion visceral en una vision sagital del cerebro de la rata. NTSc: Regién Caudal del Nucleo del
Tracto Solitario; PBL: Nucleo Parabraquial Lateral; X: Nervio Vago.

El Complejo Parabraquial en su conjunto esta compuesto por una serie de
subnucleos que rodean al Pedinculo Cerebeloso Superior (PCS) a lo largo de la parte

dorsolateral de la Protuberancia (Reilly, 1999) (Figura 0.2).

\ - 7 ’
. 1
LD Lt 3
" . » 152
\ S et
\ MRV
A LR S i e

Figura 0.2: Subnucleos que forman el Complejo Parabraquial (Bregma = -9.16 mm). Abreviaturas:
KF: Nucleo Kolliker Fuse; LPBC: Subntcleo Parabraquial Lateral Central; LPBCr: Subntcleo
Parabraquial Lateral Creciente; LPBD: Subnucleo Parabraquial Lateral Dorsal; PBle: Subntucleo
Parabraquial Lateral Externo; LPBIL Subnucleo Parabraquial Lateral Interno; LPBV: Subnucleo
Parabraquial Lateral Ventral; PBm: Nucleo Parabraquial Medial; MPBE, Subntcleo Parabraquial
Medial Externo (adaptado de Paxinos y Watson, 1996).
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Con respecto a la regiéon Parabraquial lateral (PBI) (y sus distintos subnucleos) se
trata de un importante relevo anatémico de informacién viscero-sensorial, y también
nociceptiva, que ha sido relacionada con funciones tales como nutricion, sed,
regulaciéon endocrina, dolor y analgesia, conducta emocional, etc. (Herbert ez af,
1990; Moga et al., 1990; Bernard e al., 1993; Krout y Loewy, 2000; De Gobbi e7 4/,
2001; Tanaka ef al., 2004). En particular, el subnucleo lateral externo (PBle) ha sido
implicado en el procesamiento de la informacién viscero-quimiosensorial, mientras
que la lamina rostral del subnucleo lateral (PBvl) participa sobre todo en el
procesamiento gustativo (al igual que el Nucleo Parabraquial Medial, PBm). El resto
del PB externo lateral participa en los procesos respiratorios, cardiovasculares y

nociceptivos (Bernard e# a/., 1993) (Figura 0.3).

Sid NLET LH
CeA La .Z{).%A]_at. CeA Medial (AMIGDALA)
(nociceptiva) (visceral) (gustativa)\
PB LATERAL! PB MEDIAL (PROTUBERANCIA)
(PBLE) (PBIe)

t $ I \
AP/ >>(c) NTS (r) (B.RAQUIDEO)

(VIA ESPINAL] (VIA HUMORAL) (VIA X) (VIA VII, TX, X)
INFORMACION INFORMACION INFORMACION
NOCICEPTIVA VISCERAL GUSTATIVA

Figura 0.3: Distribucién neural de la via visceral, gustativa y nociceptiva. AP: Area Postrema; CeA:
Nucleo Central de la Amigdala; LH: Hipotalamo Lateral; NLET: Nucleo Lecho de la Estria Terminal;
NTSc: Parte Caudal del Nucleo del Tracto Solitario; NTSr: Parte Rostral del Nucleo del Tracto Solitario
SId: Sustancia Innominada Dorsal; PB: Nucleo Parabraquial; PBLE: Parte Externa del Nucleo
Parabraquial Lateral; PBle: Parte Mas Externa del Nucleo Parabraquial Lateral; Protub.:
Protuberancia; Via VII: Nervio Facial; IX: Nervio Glosofaringeo; X: Nervio Vago.
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A partir de los subnucleos del PBI surge un importante haz de proyecciones,
organizadas topograficamente, que se dirige a la Amigdala (concretamente hacia el
Nucleo Central de la Amigdala; CeA) (Fulwiler y Saper, 1984; Bernard ez al, 1991,
1993; Jia et al., 1994; Cassell et al., 1999), de la cual reciben, a su vez, aferencias
reciprocas (Petrovich y Swanson, 1997) (Figura 0.3). Todo ello convierte al eje PBI-
Amigdala en un candidato idéneo de cara a los diversos procesos motivacionales (Le
Magnen, 1992), por ejemplo, de indole nutritivo (Suemori ef al., 1994; Baird ez al,
2001a, b).

Por otra parte, el area PBl mantiene otras interconexiones bidireccionales con
circuitos cerebrales implicados en los procesos alimenticios normales. Esta red neural
incluye al Nucleo Paraventricular Hipotalamico (PV), al Nucleo Central de la
Amigdala (CeA) y al Nucleo del Tracto Solitario (NTS) (Norgren, 1976; Fulwiler y
Saper, 1984; Herbert ez al., 1990; Moga ¢ al., 1990; Bernard ez al., 1993; Karimnamazi
et al., 2002). En resumen, este complejo anatémico podria ser considerado una regioén
diana donde las aferencias viscero-sensoriales de segundo orden, procedentes de esas
estructuras relacionadas con la alimentacién, pueden converger e interactuar
fisiolégicamente (Hermann y Rogers, 1985; Baird ez /., 2001a, b; Karimnamazi ez a/,

2002).

Asimismo, el area PB Medial (PBm) parece ser también uno de los principales
relevos anatémicos en el procesamiento de sefiales gustativas (Fulwiler y Saper, 1984;
Halsell y Travers, 1997; De Lacalle y Saper, 2000; Karimnamazi e/ al., 2002), tan
importante en la regulacion de la ingesta (Calingasan y Ritter, 1993; Ritter e al., 1994;
Wang ez al., 1999; Yamamoto y Sawa, 2000b).

Lesiones del Complejo Parabraquial en general (Yamamoto e# al., 1995) y del PBI1
en particular (Takaki ez al., 1990; Zafra et al., 2005) suelen provocar comportamientos
hiperfagicos. Mas aun, lesiones subtotales del PBI, que incluyen al PBle, producen
también un efecto hiperdipsico (Ohman y Johnson, 1986, 1989; Edwards y Johnson,
1991).

En cualquier caso, numerosas investigaciones han tratado de determinar mds
especificamente la implicacion precisa del PBI en las distintas funciones de la ingesta.
Asi, por ejemplo, el PBI, y probablemente el PBle, se ha mostrado como una de las
zonas diana para diversos farmacos relacionados con el control y la modulacién de la
ingesta y, entre ellos, el 2,5-Anhidro-D-Manitol (Grill e a/., 1995), la Fenfluramina (Li
y Rowland, 1993, 1995; Li e al, 1994; Grill et al., 1997, Rowland et al., 2000;
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Trifunovic y Reilly, 2001, 2006; Simansky y Nicklous, 2002), la Colicistoquinina
(CCK) (Takaki ez al., 1990; Li y Rowland, 1994, 1995; Trifunovic y Reilly, 2001), las
Anfetaminas (Sakai y Yamamoto, 1997), la Galanina (Koegler ez al, 1999), la
Secretina (Cheng ez al., 2011) o los agentes Opiaceos (Ding e al, 1996; Wolinsky ez
al., 1996; Gutstein et al., 1998; Chambertlin ¢f al., 1999; Bray, 2000; Wilson ef al., 2003).
Igualmente podria estar implicado en la accién hiperfagica del Mercaptoacetato
(Calingasan y Ritter, 1993; Trifunovic y Reilly, 2002) o de las Benzodiacepinas (Higgs
y Cooper, 1996a; Soderpalm y Berridge, 2000). De hecho, las lesiones del PBI (que
incluyen al PBle) bloquean las acciones de estos agentes farmacolégicos o endocrinos
sobre la ingesta (Calingasan y Ritter, 1993; Trifunovic y Reilly, 2001; Becskei e a/,
2007). Mas aun, la activacion del PBI tras la administraciéon de estos agentes junto
con la modificacion de la ingesta que éstos inducen puede ser bloqueada o atenuada
tras la aplicaciéon de Vagotomias (Smith ez a/, 1981; Ritter ez al., 1994; Li y Rowland,
1995; Horn ez al., 2001; Yang ef al., 2004; Abbott e al., 2005).

El PBI podria también estar implicado en la ingesta de agua (Edwards y Johnson,
1991; Menani ¢f al.,1996; De Gobbi e/ al., 2001; Tanaka ef al., 2004), asi como en la
inhibicién del apetito de sal (Menani ef a/, 2002), ademas de en los mecanismos
sensoriales y asociativos tanto de las aversiones como de las preferencias gustativas
(Agtiero et al., 1993a, b; Cubero y Puerto, 2000a; Reilly y Trifunovic , 2000a, b, 2001;
Sclafani ez al., 2001; Zafra et al., 2002, 2005).

Asimismo, estudios inmuhistoquimicos han demostrado la activaciéon del PBle,
entre otras estructuras, después de diversos tratamientos viscerales como, por
ejemplo, la distension gastrica (Suemori e al., 1994; Baird ez al., 2001a,b; Berthoud ez
al., 2001; Vrang et al., 2003; Mazda e al., 2004), la ingesta de comida y de soluciones
gustativas (Yamamoto ez al., 1993, 1994b; Rinaman e 4/, 1998; Emond et 4/, 2001), o
la administracién de nutrientes directamente en el estomago (Kobashi e# al, 1993;
Yamamoto y Sawa, 2000a, b; Emond e a/, 2001) o el duodeno (Ménnikes ez al., 1997;
Wang ¢f al., 1999; Berthoud ez 4/, 2001; Emond e7 a/., 2001). Estos efectos pueden ser
eliminados o significativamente atenuados tras las lesiones del Nervio Vago

(Monnikes ef al., 1997; Yamamoto y Sawa, 2000a, b; Mazda e al., 2004)

Finalmente, la  Estimulacién  Eléctrica del Nervio Vago induce
inmunorreactividad ¢-fos, entre otros nucleos, en el PBle (Saleh y Cechetto, 1993;
Gieroba y Blessing, 1994), mientras que la presencia de nutrientes en el intestino

combinado con la liberacién de hormonas como la Colicistoquinina generan sefiales
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que son procesadas a través de la via Vagal-PBle (Li y Rowland, 1995).

1.2.1.3. Implicacion de la Amigdala en la Ingesta de
Alimentos y la Saciacion a Corto Plazo.

Como se ha comentado en el apartado anterior, desde los distintos subntcleos
del PBI surgen importantes proyecciones, organizadas topograficamente, hacia la
Amigdala (Fulwiler y Saper, 1984; Bernard ez a/., 1991, 1993; Jia ez al., 1994; Cassell ez
al., 1999). Estas conexiones son reciprocas desde esta misma estructura limbica

(Petrovich y Swanson, 1997) (Figura 0.4).

Figura 0.4: Localizacién anatéomica aproximada de la Amigdala y transmision de la informacién
visceral en una vision sagital del cerebro de la rata. A: Amigdala; NTSc: region caudal del Nucleo del
Tracto Solitario; PBL: Nucleo Parabraquial Lateral; X: Nervio Vago.

La Amigdala (o Complejo Amigdalino) es una estructura telencefalica que esta
compuesta por un grupo heterogéneo de nucleos, tanto a nivel citoarquitecténico
como histoquimico, asi como de conectividad con otros nucleos y estructuras
corticales (De Olmos, 1990; Price, 1990; Amaral et al, 1992; Alheid et al, 1995)
(Figura 0.5).
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Figura 0.5: Localizacion anatomica de los principales subntcleos de la Amigdala en una visién
transversal del cerebro de la rata. ACo: nucleo cortical anterior de la amigdala; BLA: nucleo
basolateral anterior de la amigdala (lineas verticales); BLP: nucleo basolateral posterior de la
amigdala (lineas verticales); BMA: nucleo basomedial anterior de la amigdala; CeL: ntucleo central
lateral de la amigdala (lineas horizontales); CeM: nucleo central medial de la amigdala (lineas
oblicuas); La: nucleo lateral de la amigdala; MeAD: nuicleo medial anterior dorsal de la amigdala;
MeAV: nucleo medial anterior ventral de la amigdala; PLCo: nucleo cortical posterolateral de la
amigdala (cogido de Paxinos y Watson, 1986).

Desde una perspectiva general, la Amigdala consta de tres grandes divisiones
funcionales: Basolateral, Central y Corticomedial (Martin, 1997). Los Nucleos
Basolaterales comprenden la mayor division de la Amigdala (Nucleos Corticales) y se
considera que a través de sus conexiones directas con la Formacién del Hipocampo
(FHC) atribuye significado emocional a estimulos complejos durante el proceso de

aprendizaje (Martin, 1997).

Por su parte, los Nucleos Centrales (particularmente el CeA) conectan con el
Sistema Nervioso Auténomo (SNA) a través de las proyecciones viscero-sensoriales
que recibe desde los nucleos del Tronco Cerebral (NTS y PB) y de proyecciones
hipotalamicas (Martin, 1997).

La tercera de las divisiones principales de la Amigdala es la correspondiente a los
Nucleos Corticomediales (particularmente el Me, ACo y PLCo), que se encuentran
conectados reciprocamente con el Bulbo Olfatorio (Martin, 1997). Esta Divisién
Corticomedial también proyecta hacia el Nucleo Ventromedial del Hipotialamo
(VMH), el cual esta implicado en una gran variedad de funciones generalmente

asociadas a la motivacién.

Los subnucleos del area PBI proyectan a distintos subnicleos del Nucleo Central

de la Amigdala (CeA) (Norgren, 1976; Saper y Lowey, 1980; Ottersen, 1981; Fulwiler
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y Saper, 1984; Moga ez al., 1990; Bernard ez al., 1993). Asi, por ejemplo, el subnicleo
Central Lateral (Cel)) es la diana del PBle, el subntcleo Central Medial (CeM)
constituye la proyeccién principal del PBvl (informacion gustativa) mientras que en el
subnucleo Central Lateral Capsular (Celc) terminan el resto de las células del PB
Externo Lateral (informaciéon nociceptiva) (Bernard ez al., 1993) (Figura 0.3). A su
vez, cada uno de estos subnucleos amigdalinos proyecta individualmente hacia
diversas estructuras cerebrales rostrales (Krettek y Price, 1978; Seller y Smith, 1982;

Sun et al., 1991; Petrovich y Swanson, 1997; Bourgeais ¢z al., 2001) (Figura 0.3).

En resumen, el eje visceral vagal que se origina en el sistema gastrointestinal,
alcanza el NTSc (Contreras ef al., 1980; Hyde y Miselis, 1982; Norgren y Smith, 1988)
y proyecta al PBle (Papas y Ferguson, 1990; Halsell y Travers, 1997; De Lacalle y
Saper, 2000; Karimnamazi ef al, 2002) para terminar finalmente en el Cel de la

Amigdala (Bernard ez al., 1993; Bourgeais ez al., 2001) (Figura 0.3).

De acuerdo con estos datos anatomicos, la Amigdala ha sido implicada en la
integracion de las sefiales gustativas, hedonicas y autonémicas relacionadas con la
ingesta de comida (Pomonis ez al., 2000). Asi, sus lesiones provocan un incremento
en la ingesta de comida y en el peso corporal en algunas especies animales,
particularmente en gatos (Morgane y Kosman, 1957), perros (Fonberg, 1971) y
monos (Bucy y Kluver, 1955), aunque los resultados con roedores no han sido

siempre consistentes (King ez /., 1993a, b).

De hecho, mientras que los estudios iniciales, utilizando lesiones amplias que
destrufan la totalidad de la Amigdala, mostraban hipo-fagia y pérdida de peso (Anand
y Brobeck, 1952; Koikegami, 1964; Schwartz y Kling, 1964; Pubols, 1966; Collier y
Gault, 1969; Stoller, 1972), los estudios posteriores, con lesiones restringidas del
Nucleo Basolateral (BLA) y/o Lateral (LA), obtuvieron tresultados contradictotios
con ganancias de peso, en unos casos (Box y Mogenson, 1975; Leonard ez al., 1982;
Ganaraj y Jeganathan, 1998), y ausencia de efectos (Rolls y Rolls, 1973; Fitzgerald y
Burton, 1981; Schoenfeld y Hamilton, 1981; King ¢ al., 1994) o, incluso, pérdida de

peso en otros casos (Crow y Whitaker, 1970).

Estudios especificos, centrados en los Nucleos Corticomediales de la Amigdala,
mostraron resultados igualmente contradictorios, con ganancias de peso, en unos
casos (Grossman y Grossman, 1963) y pérdida de peso (Collier y Gault, 1969) o
ausencia de cambios en el peso corporal, en otros (Schoenfeld y Hamilton, 1981;
Sclafani ez al., 1970).
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Por ultimo, las lesiones localizadas en el Nucleo Central de la Amigdala (CeA)
también han mostrado hiperfagia y/o ganancia de peso (Box y Mogenson, 1975;
Leonard y Hahn, 1982; Bovetto y Richard, 1995), afagia y/o pérdida de peso (Cole,
1974; Box y Mogenson, 1975; Ganaraj y Jeganathan, 1998), asi como ausencia de
efecto sobre la ingesta de comida y peso corporal en los distintos estudios (Dacey y
Grosman, 1977; Kemble e al., 1979; Schoenfeld y Hamilton, 1981; Ritter y Hutton,
1995).

1.2.2. BASES NEUROQUIMICAS DE LA INGESTA DE
ALIMENTOS.

El andlisis sobre la implicacién de las estructuras cerebrales en la conducta
alimenticia suele implicar también el examen de la participaciéon de los sistemas
neuroquimicos relacionados. Aqui, las Benzodiacepinas (BZD) (Cole, 1983; Posadas-
Andrews ef al., 1983; Berridge y Treit, 1986; Berridge y Pecina, 1995; Higgs y Cooper,
1996a, b; Pecina y Berridge, 1996), el Sistema Cannabiloide (CB) (Williams ez 4/,
1998; Williams y Kirkham, 1999; Harrold ez 4/, 2002; Kirkham ez a/., 2002; Tanda y
Goldberg, 2003) y el Sistema Opiaceo (Kirkham y Blundell, 1986; Higgs y Cooper,
1997; Glass ez al., 1999b; Zhang y Kelley, 2000, 2002; Frisina y Sclafani, 2002; Koob
et al., 2003) son, al parecer, algunos de los moduladores neuroquimicos principales de

la nutricion.

1.2.2.1. Implicacion del Sistema Opiaceo en la Ingesta de
Alimentos.

Los opiaceos endégenos pueden ser sintetizados tanto en el Sistema Nervioso
Central (SNC) como en el Sistema Nervioso Periférico (SNP) (Cota e al., 2006). Sus
efectos fisiologicos y comportamentales afectan a una amplia gama de funciones,
incluyendo la nocicepcién, memoria, movilidad gastrica, estado inmune, secrecion
hormonal e ingesta de comida (Bodnar y Klein, 2004). Con respecto a la implicacién
del Sistema Opiaceo en el comportamiento alimenticio son numerosos los estudios
que han relacionado a los opiaceos con este proceso fisiolégico (Lynch e al., 1985;
Carr et al., 1991; Moufid-Bellancourt y Velley, 1994; Wolinsky ez al., 1996; Giraudo e#
al., 1998; Nicklous y Simansky, 2003; Trifunovic y Reilly, 2001; Yeomans y Gray,
2002; Wilson ef al, 2003), en interacciéon con otros agentes reguladores de la
alimentacién como, por ejemplo, las Benzodiacepinas, el Sistema Cannabiloide, o la
Colicistoquinina, entre otros (Pittman e a/, 1980; Marsicano y Lutz, 1999;

Wiesenfeld-Hallin e a/., 1999; Kirkham y Williams, 2001; Di e# al., 2003; Vetty et al.,
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2003; Chen ez al., 2004; Richardson ez al., 2005; Levine, 2000).

En general, los agentes opiaceos modifican el consumo de comida y la regulacion
hidromineral, incrementandolo cuando son activados los receptores opidceos
(agonistas) y disminuyéndolo al resultar bloqueados dichos receptores (antagonistas)
(Reid, 1985; Kirkham y Blundell, 1986; Carr ez al., 1991; Doyle e¢f al., 1993; Glass et al.,
1999b, 2000; Zhang y Kelley, 2002; Wilson e# al., 2003).

De acuerdo con la bibliografia disponible se han ofrecido diversas propuestas
explicativas acerca de la accién antagonista en los receptores opidceos y sobre su

efecto en la reduccion de la ingesta:

A) Potencial accion aversiva de los antagonistas opiaceos.

Asi, para algunos autores la accién de los antagonistas opiaceos en la supresion de
la ingesta estarfa relacionada con su accién aversiva intrinseca (Schaefer y Michael,
1981, 1985, 1988; Mucha ef al, 1985; Kelsey ez al, 1984; Bielajew et al, 2003;
Shoblock y Maidment, 2006), o lo que es lo mismo, con una disminuciéon de la
actividad recompensante del Sistema Opiaceo (Kelley ez 4/, 2002). Esta propuesta
estarfa relacionada con el hecho de que la administracion de antagonistas opiaceos,
como la Naloxona (dosis mayores o iguales de 2 mg/kg), induce Condicionamientos
Aversivos hacia un Lugar (CAL) (Mucha ez 4/, 1982; Mucha ez al., 1985; Stolerman,
1985; Shoblock y Maidment, 2006) y también desarrollan Aprendizajes Aversivos
Gustativos (AAvG) hacia los estimulos gusto-olfatorios con los que son asociadas
(Stolerman, 1985; Mucha e al, 1995). Estos farmacos incrementan igualmente el
umbral de la Auto-Estimulacion Eléctrica Intra-Cerebral (AEEIC) (Stein y Belluzzi,
1978; Schaefer y Michael, 1981, 1985, 1988; Kelsey ez al., 1984; Bielajew et al., 2003),
suprimen las respuestas operantes para obtener comida (Rudski ez @/, 1997) y la
respuesta locomotora (Brady y Holtzman, 1981), al tiempo que provocan un
aumento en la actividad neuronal de estructuras que han sido relacionadas con el
procesamiento aversivo (por ejemplo, PB, CeA, NLET, etc.) (Georges e al, 2000,
Gestreau ¢f al., 2000; Le Guen ¢f al., 2001; Hamlin ¢ a/., 2001, 2004; Veinante ¢ 4/,
2003; Jin et al., 2005).

Estos autores consideran que el antagonismo del Sistema Opiaceo y la
consiguiente supresion de la ingesta puede deberse a que tanto las Benzodiacepinas
(Cole, 1983; Posadas-Andrews ez al., 1983; Berridge y Treit, 1986; Berridge y Pecifia,
1995; Higgs y Cooper, 1996a, b; Pecifia y Berridge, 1996), como el Sistema
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Cannabinoide (CB) (Williams e# a/., 1998; Williams y Kirkham, 1999; Harrold ez a/,
2002; Kirkham e al., 2002; Tanda y Goldberg, 2003) o el propio Sistema Opiaceo
(Kirkham y Blundell, 1986; Higgs y Cooper, 1997; Glass ez al, 1999b; Zhang y
Kelley, 2000, 2002; Frisina y Sclafani, 2002; Koob ez al., 2003) ejercen efectos
positivos sobre la ingesta al incrementar el impacto heddnico de las soluciones
apetitivas y recompensantes. En otras palabras, la actuacién de cada uno de estos tres
sistemas neurobioldgicos harfa que los animales valoraran la comida en mayor grado
(aumento del “valor de incentivo positivo estimular”), facilitando asi el consumo de

alimentos (Richardson ez a/., 2005).

Existen datos que ponen de manifiesto que las Benzodiacepinas interactian con
los péptidos opiaceos endogenos a la hora de ejercer sus efectos sobre los sistemas
de recompensa y motivacion (hiperfagia) (Billingsley y Kubena, 1978; Stapleton ef a/,
1979; Cooper, 1980, 1983; Koob et al., 1980; Birk y Noble, 1981; Naruse ez a/., 1988;
Higgs y Cooper, 1997; Kelley ez al., 2000; Navarro ez al., 2004), un efecto que puede
ser bloqueado por antagonistas opiaceos tales como la Naloxona o la Naltrexona
(Stapleton ez al., 1979; Birk y Noble, 1981; Cooper, 1983; Naruse ¢ a/., 1988; Higgs y
Cooper, 1997; Kelley ¢z al., 2000; Richardson ez al., 2005).

Igualmente, existen estudios que sugieren que los Cannabinoides y los Opiaceos
podrian utilizar mecanismos similares para modular procesos fisiolégicos, tales como
de nocicepcién, el comportamiento motor, la recompensa o el apetito (Manzanares e?
al., 1999; Navarro et al., 2001), observandose una manifiesta interaccién entre estos
sistemas con respecto a la regulacion de la ingesta de comida (Kirkham y Williams,
2001; Williams y Kirkham, 2002; Allen ez al., 2003; Verty et al., 2003; Chen et al., 2004;
Singh ez al., 2004; Cota et al., 2000).

En resumen, de acuerdo con esta hipotesis, los antagonistas de los receptores
oplaceos provocarian la supresion de la ingesta al disminuir las propiedades oro-
sensoriales hedoénicas de las soluciones apetitivas (Kirkham y Cooper, 1988a, b;
Parker ¢f al., 1992; Yeomans y Gray, 1997, 2002; Yu ez al, 1999; Richardson e# al.,
2005).

Asi, se ha comprobado que la Naloxona disminuye la ingesta de soluciones
apetitivas dulces con mayor efectividad que, por ejemplo, el consumo de agua
(Levine et al., 1982). También se ha observado que la Naloxona disminuye en mayor
medida la ingesta de dietas preferidas con respecto a las dietas no preferidas,
independientemente de la composicion de éstas (Glass ez al, 1996). Mas aun, la
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administracion de agonistas opiaceos (por ejemplo, DAMGO) aumenta la ingesta de
soluciones apetitivas dulces pero no la de agua (Zhang y Kelley, 1997, 2002).
Finalmente, la Naltrexona disminuye la ingesta de comida sélida asociada con
Sacarosa con mayor efectividad que la comida normal (Marks-Kaufman ez a/, 1984).
Esta reducciéon en las propiedades hedonicas de la Sacarosa después de la
administracion de Naltrexona también se ha observado en seres humanos (Bertino e#

al., 1991).

El uso de modelos animales manipulados genéticamente ha validado, en gran
medida, la implicacién del Sistema Opiaceo en la preferencia de soluciones apetitivas,
mostrandose que los roedores carentes de receptores opidceos W prefieren una

solucion dulce en menor medida que los animales (de control) normales (Yirmiya ez

al., 1988; Papaleo ez al., 2007).

Las investigaciones que han relacionado a los opidceos con la ingesta de comida
preferida en funcién de mecanismos oro-sensoriales recompensantes han utilizados
como procedimiento técnicas de Alimentacion Ficticia (una alimentaciéon sélo con
informacién sensorial oro-faringea normal). Mediante este procedimiento se pueden
disociar la aportacion oro-sensorial y post-ingestiva en la ingesta de comida (Glass ez
al., 1999b), demostrando que la Naloxona disminuye particularmente la Alimentacién
Ficticia con Sacarosa, lo cual sugiere que el antagonismo opidceo podria estar
relacionado estrechamente con los mecanismos oro-sensoriales (Rockwood y Reid,

1982; Kirkham y Cooper, 1988a, b; Kirkham, 1990).

La implicacién oro-sensorial también se ve apoyada por el hecho de que los
oplaceos son relevantes en el consumo de comida independientemente de la carga
nutritiva de estos alimentos, y asi la Naltrexona disminuye la ingesta incluso de
soluciones no nutritivas, como por ejemplo la Sacarina (Beczkowska ez al., 1993) o el

Cloruro de Sodio (NaCl) (Bodnar et al., 1995).

A favor de la implicacion del Sistema Opiaceo en los procesos oro-sensoriales de
la conducta alimenticia se pueden incluir también los estudios llevados a cabo
mediante el Test de Reactividad Gustativa de Norgren en el cual se examinan las
reacciones oro-faciales estereotipadas de caracter hedénico que se producen en
respuesta a las administraciones orales pasivas (Berridge, 1996). En estos estudios se
ha confirmado que los antagonistas opiaceos disminuyen la reactividad facial positiva
a los estimulos dulces apetitosos (por ejemplo, Sacarosa) sin afectar, por otra parte, a

las reacciones negativas tipicas ante los estimulos no apetecibles (por ejemplo,
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Quinina) (Parker e al., 1992; Berridge, 1996; Soderpalm y Berridge, 2000).

De acuerdo con esta Hipotesis Hedonica existen numerosos estudios a favor de
considerar a los antagonistas opidceos como supresores especificos de la respuesta
placentera caracteristica de las soluciones apetitivas. El Sistema Opiaceo Enddgeno
serfa el mecanismo responsable de que las comidas apetitivas resulten mas
placenteras que las menos atractivas nutritivamente y, por ende, que se consuman en
mayor cantidad. Algunos autores sugieren que la implicacién opiacea en la
alimentacién estarfa relacionada mas con los aspectos recompensantes de la
alimentacion que con los relacionados con las necesidades energéticas (Levine y

Billington, 1997).

El hecho de que el consumo de Sacarosa sea considerado como reforzante y, al
mismo tiempo, que las vias de recompensa en el cerebro puedan implicar opiaceos
endoégenos, ha llevado a hipotetizar que probablemente el consumo de Sacarosa
también podria inducir una liberacién de opiaceos enddgenos (Pomonis ez a/., 2000).
En este sentido se ha demostrado que el consumo de sustancias dulces, altamente
sabrosas, causa una inmediata liberacion de opiaceos endogenos en el cerebro de
animales no privados (Welch ¢ a/, 1996), al tiempo que provocan un mayor aumento
de éstos si se compara con la ingesta de agua (Yamamoto e a/, 2000). También se ha
puesto de manifiesto que un “estado de privaciéon hedodnica” implicarfa al Sistema
Opiaceo Enddgeno, ya que si se sustituye una dieta altamente apetitiva a la que los
animales estan habituados por otra menos atractiva, los niveles de opiaceos

endoégenos disminuirfan (Levine y Billington, 2004).

Existen otros estudios que apoyarfan esta idea a partir de observaciones en las
que algunos los efectos de la Naloxona se van incrementados después del consumo
de sustancias apetitivas (Pomonis e /., 2000). Asi, por ejemplo, animales a los que se
les permitia tomar una soluciéon de Sacarosa mostraban posteriormente una
sensibilidad aumentada a los efectos supresivos de la Naloxona (Levine y Billington,
1989; Kanarek e al, 1997). Igualmente, la administracién de Naloxona a animales
que habian sido alimentados crénicamente con Glucosa (Colantuoni e al., 2001) o
Sacarosa (Rudski ez @/, 1997) induce cambios conductuales propios del Sindrome de
Retirada Opiacea y ademas incrementa la habilidad del antagonista opiaceo para
inhibir respuestas operantes para obtener una comida recompensante. Estos hechos
apoyan la idea, por tanto, de que la pre-exposicion a sustancias dulces aumenta las

propiedades anoréxicas de la Naloxona (Levine y Billington, 1989; Kanarek ez al,
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1997).

En este sentido, se ha comprobado que la ingesta aguda de Sacarosa facilita la
liberacién inmediata de opidceos endogenos, afectando a una gran variedad de
comportamientos, ademas del alimenticio (Ren ¢7 a/, 1997; Blass y Hoffmeyer, 1991;
Barr e al., 1995). Se ha observado que los animales que reciben intra-oralmente una
solucion de Sacarosa (7,5%) muestran una disminucion en la sensibilidad al dolor
(Ren ez al., 1997). Similares efectos analgésicos de la Sacarosa han sido observados en
nifios (Blass y Hoffmeyer, 1991; Barr e a/, 1995). Mas aun, el consumo agudo o
créonico de Sacarosa genera un aumento (Kanarek e 4/, 1991; Blass, 1997) o
disminucion (D’Anci ef al., 1996) de las propiedades analgésicas de la Morfina. Esos
efectos sobre la analgesia inducida por Morfina son aparentemente especificos de la
dieta, con Sacarosa o Carbohidratos en general, ya que otras manipulaciones en el
ambito de las Proteinas, Vitaminas o Minerales no muestran efecto alguno (Kanarek
et al., 1999). Por el contrario, el cese en el consumo de Sacarosa por parte de los
animales morfino-dependientes incrementa la severidad de los Sintomas de

Abstinencia inducidos por la Naloxona (Schoenbaum e7 a/, 1990).

Conjuntamente, todos estos resultados sugieren que los antagonistas opiaceos
podrian estar particularmente implicados en las reacciones hedoénicas propias de la
activaciéon oral, sin afectar al procesamiento post-ingestivo posterior (Glass ef al.,
1999b). Para explicarlo se ha sugerido que los antagonistas opiaceos podrian
bloquear la capacidad para discriminar entre lo dulce y lo no dulce, de modo que el
significado placentero podria verse disminuido. Sin embargo, se ha comprobado que
la Naloxona no altera la discriminacién entre Sacarosa y agua en roedores adiestrados
en discriminar entre un 5% y un 10% de Sacarosa en un procedimiento operante
(O’Hare ez al., 1997). Igual sucede en seres humanos en los cuales se ha observado
que la Naltrexona no parece afectar a la discriminacién entre Sacarosa y un placebo

oral (Arbisi ez al., 1999).

B) Potencial accién post-ingestiva de los antagonistas opiaceos.

Aunque muchos de estos estudios parecen implicar al Sistema Opiaceo con los
procesos de recompensa y estarfan a favor de una concepcioén de los antagonistas
oplaceos como supresores de la respuesta hedoénica inducida por las soluciones
gustativas dulces, existen propuestas alternativas que relacionan al Sistema Opiaceo
con los procesos post-ingestivos propios de la Saciacion (Kirkham y Blundell, 1984,
1986; Glass ez al., 1999b, 2000). Estas propuestas consideran que la disminucién de la
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ingesta producida por los antagonistas opiaceos no serfa mas que el resultado de una
interrupciéon normal de la regulacion de la ingesta en el control energético

hipotalamico del consumo de comida (Cota ez al., 20006).

Lugar destacado en este proceso lo desempefiarfan las regiones hipotalamicas

implicadas en la regulacion de la homeostasis energética y que derivan de estudios

llevados a cabo en las décadas de los 40 y 50 (Cota e al., 2000).

Los opiaceos, segun este ultimo punto de vista, estarfan implicados en el
mantenimiento de la ingesta, incrementando la duracién de la misma (Cota et af,
2000). Se ha observado que la Naloxona no logra afectar la ingesta en su inicio pero
acelera, sin embargo, el desarrollo de la Saciacion (Kirkham y Blundell, 1984;
Beczkowska ez al., 1992, 1993), suprimiendo la ingesta sobre todo en periodos de
prueba de ingesta que superan los 10 minutos (Kirkham y Cooper, 1988a, b; Parker ez
al., 1992; Schwarz-Stevens et al., 1992; Ferraro et al., 2002; Frisina y Sclafani, 2002).
Estos resultados resultan contradictorios con la hipétesis de una disminucion de las
propiedades hedonicas ya que, en este ultimo caso, si la Naloxona convierte
teéricamente una sustancia apetitiva en “neutra”, deberfa ejercer su efecto,

reduciendo el consumo, desde el principio de la prueba de ingesta.

En cualquier caso, la relevancia del Sistema Opiaceo en el mantenimiento de la
ingesta ha sido confirmada por otros estudios en los cuales la administracién de
Naloxona disminuye la ingesta nutritiva sélo después de que los animales hayan
consumido una sustancial cantidad de comida (Kirkham y Blundell, 1986; Glass 7 a/,

19992).

Asi pues, esta hipotesis implica a los opiaceos en el procesamiento post-ingestivo
y considera que la Naloxona altera especificamente el mantenimiento de la ingesta
haciendo que los animales alcancen el proceso de Saciaciéon mas tempranamente.
Esta implicaciéon de los opiaceos en la alimentacion estarfa relacionada mas con las
necesidades energéticas que con los aspectos recompensantes propios de la comida

(Ferraro et al., 2002; Frisina y Sclafani, 2002).

En resumen, la revisiéon bibliografica presentada hasta ahora sugiere que las
sustancias opiaceas desempefarfan una importante funciéon en la ingesta,
probablemente por la potenciacién del valor hedénico de los nutrientes y/o por
reducir la sensacion de malestar producida por el desequilibrio homeostatico (Le

Magnen, 1992), aunque algunos autores entienden que el valor hedénico de la
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comida se veria incrementado cuando éste es asociado con la eliminacion del

desequilibrio homeostatico (Le Magnen, 1992).

C) Relevancia de los antagonistas opidceos en los procesos de aprendizaje

y memoria.

Finalmente, existe un estudio que parece demostrar que los antagonistas opiaceos
bloquean la adquisicién o expresion de preferencias por la dieta (Levine ef al., 2002).
Sin embargo, en una serie de experimentos llevados a cabo por Bodnar y Sclafani se
ha demostrado que el bloqueo opiiceo no impide el desarrollo de preferencias
gustativas hacia estimulos apetitivos. De hecho, se ha observado que si bien la
Naltrexona disminuye la ingesta de un sabor asociado con Sacarosa no afecta a la
adquisicion ni a la expresion de la preferencia (Yu ef al, 1999; Azzara et al., 2000,
Frisina y Sclafani, 2002; Baker e /., 2004). Mas aun, utilizando como procedimiento
el Condicionamiento de Preferencia hacia un Lugar (CPL), se observa que la
Naltrexona inhibe la expresiéon pero no la adquisicion del lugar preferido asociado

con Sacarosa (Delameter ¢z a/., 2000).

1.2.2.2. Sustrato Anatomico implicado en la accion del
Sistema Opiaceo sobre la Ingesta.

El efecto de los ligandos opiaceos sobre la conducta alimenticia no sélo depende
de los distintos receptores opiaceos a los que se acoplan (Law y Loh, 1999), sino
también del lugar anatémico donde se administran (Glass ez /., 2000; Cota et al.,
20006). Estos distintos efectos sobre la ingesta han sido mostrados tras la
administraciéon de agonistas y antagonistas opiaceos, tanto periféricamente como en
diversas estructuras cerebrales relacionadas con este comportamiento consumatorio,
incluyendo el Nucleo del Tracto Solitario (NTS) (Kotz ef al, 1995, 1997), el
Complejo Parabraquial (PB) (Carr e al, 1991; Moufid-Bellancourt y Velley, 1994;
Wolinsky ez al, 1996; Nicklous y Simansky, 2003; Wilson ez al, 2003), el Nucleo
Central de la Amigdala (CeA) (Giraudo ez al, 1998; Glass ez al., 2000; Levine ef al.,
2004), Nucleos Hipotalamicos (Gulati y Ray, 1995; Kotz ez al., 1995; Stratford ez al.,
1997; Glass et al., 2000; Levine y Billington, 2004), el Area Tegmental Ventral (ATV)
(Noel y Wise, 1995; Lamonte e# al., 2002; McDonald e al., 2003) y la Capsula (Shel))
del Nucleo Accumbens (AccS) (Zang ef al., 1998; Zang y Kelley, 2002; Kelley et al.,
2002; Will et al., 2003), entre otros.
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1.2.2.2.1. Implicacion del Complejo Parabraquial en Ila
accion del Sistema Opiaceo sobre la Ingesta.

El Complejo Parabraquial es un estructura troncoencefalica que esta densamente
inervada por vias extrinsecas procedentes de diversas estructuras (por ejemplo,
Nervio Vago, NTS, Amigdala, Hipotalamo, etc.) y neuronas intrinsecas que sintetizan
neuropéptidos opiaceos (Finley e al., 1981; Fallon y Leslie, 1986; Standaert e al.,
1986; Moga ¢t al., 1990; Riche ez al, 1990; Nomura ef al., 1996; Gutstein ez al., 1998;
Chamberlin ez al, 1999). Concretamente, en el PBIl se han identificado una alta
densidad de receptores opidceos W, 6 y k (Atweh y Kuhar, 1977; Lynch e al., 1985;
Sales e al., 1985; Mansour e al, 1988, 1995b; Ding ez al., 1996; Chambetlin ez al.,
1999), aunque la mayor concentracion de receptores W se localiza en los ntcleos
PBle, PBI central y PBm. Por su patte, los receptores del tipo & y k han sido
localizados tanto en la zona PBI dorsal como en PBI ventral (Lynch ez al, 1985;

Mansour ez al., 1988, 1995b; Ding e# al., 1996).

A partir de este hecho, se ha propuesto que el PBI podria estar implicado en los
efectos opiaceos sobre la ingesta y, asi, la administracién de agonistas opidceos en
esta region incrementa la ingesta de comida, un efecto hiperfagico que puede ser
bloqueado mediante la administracién de antagonistas opiaceos (Wilson ez al, 2003).
Mas adn, la administracion de antagonistas opiaceos en el PBl disminuye la
alimentacion inducida por privaciéon de comida (Wilson ef 4/, 2003), ademas de
aumentar el umbral de la Estimulaciéon Eléctrica del Hipotalamo Lateral inductora de

ingesta (Carr ef al., 1991).

Mas atn, se ha observado que en el PBI se produce una regulacion a la baja en el
namero de receptores opiaceos W tras la restriccion cronica de comida (Wolinsky ez
al., 1996), lo cual indica que el estado fisiologico de los animales influye de alguna

manera sobre la ingesta inducida por los opidceos dentro de esta area pontina

(Wolinsky et al., 1996; Wilson et al., 2003).

Dentro del Area Parabraquial Lateral, el PBle ha sido considerado como parte de
alguno de los sistemas de recompensa cerebral (Simoén e al, 2007), observandose
Condicionamiento de Preferencia hacia un Lugar (CPL) asociado a su Estimulacién
Eléctrica, efecto recompensante que es bloqueado mediante la administracién
subcutanea de Naloxona (Simén ef al, 2007). Esta idea es compatible con ciertas
observaciones en las que la administracion intragastrica tanto de nutrientes (por

ejemplo, Lactosa, Sacarosa, Glucosa, Maltosa o Policosa) (Wang ez al, 1999;
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Yamamoto y Sawa, 2000a) como de sustancias apetitivas (por ejemplo, Sacarina)
(Yamamoto y Sawa, 1994, 2000b) induce expresion cfos en el PBle, entre otros
nucleos cerebrales. Por el contrario, las lesiones del Area Parabraquial (que incluirfan
presumiblemente el PBle) eliminé la preferencia por comida apetitiva (Edwards y
Ritter, 1989). Mas especificamente, las lesiones del PBle bloquean la preferencia por
los estimulos gusto-olfatorios asociados con la administracién intragastrica de

nutrientes reforzantes pre-digeridos (Zafra e al., 2002).

Se ha propuesto que la implicacién del Area Parabraquial en los procesos
recompensantes podria estar relacionada con una modificacién especifica en el valor
hedonico de los estimulos gustativos (Berridge, 2003). De hecho, en el area PBI se
han identificado neuronas sensibles a las propiedades motivacionales y oro-
sensoriales de los estimulos gustativos (Halsell y Frank, 1992; Yamamoto ez a/., 1994;
Halsell y Travers, 1997; Karimnamazi e/ al., 2002; Sewards, 2004). Por el contrario,
las lesiones globales del PBI (que pueden incluir al PBle) atentian el comportamiento
hiperfigico de estimulos gustativos apetitivos producidos por lesion del Area
Postrema (Edwards y Ritter, 1989). Esto sugiere que el PBI podria constituir una
importante estructura modulatoria en el proceso de evaluacion hedénica de ciertos
estimulos gustativos “innatamente preferidos” (Simoén ef al., 2007). En este sentido,
farmacos como el Midazolam, que incrementa la ingesta al modificar al parecer su
componente hedoénico (Treit y Berridge, 1990; Berridge y Pecifia, 1995), actuaria
especificamente sobre el Area Parabraquial Lateral (Séderpalm y Berridge, 2000).

En relacién con la posibilidad de que los receptores opiaceos W y K, identificados
en el PBl, puedan estar implicados en algunos de los efectos relacionados con la
modificaciéon del valor heddénico de los estimulos gustativos (Carr e al, 1991;
Moufid-Bellancourt ez al., 1996; Wilson e al., 2003), conviene recordar, al respecto,
las sugerencias de diversos autores que consideran que las diferentes modalidades
recompensantes (homeostasis, sustancias de abuso, estimulacién eléctrica, etc.)
podrian implicar un sustrato neurobiolégico comun (Berman ez a/, 1994; Wolinsky ez

al., 1996; Fernandez-Espejo, 2002; Kelley y Berridge, 2002).

Por otro lado, las abundantes conexiones Parabraquiales con el Hipotalamo
(Fulwiler y Saper, 1984; Moga e# al., 1990; Halsell, 1992; Krukoff e al., 1994), ofrecen
la posibilidad de que esta regiéon pontina pueda desempefar una funcién moduladora
sobre la actividad neural hipotalamica en relacién con la ingesta normal. En este

sentido, se han identificado fibras que, por ejemplo, se originan en la zona lateral del
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PBl dorsal (PBId) y finalizan en el Hipotilamo Ventromedial utilizando
Colecistoquinina (CCK), un neurotransmisor implicado en nutricion (Inagaki ez a/.,
1984). También dentro de la regiéon parabraquial, y en concreto en los subnucleos
laterales superior (PBls) y PBle, existen regiones en las cuales actuarfa la Leptina, una
hormona que ha sido implicada repetidamente en regulacién de la ingesta y el peso
corporal (Elmquist ef al, 1997, 1998; Ahima ez al., 2000; Elias et al., 2000), aunque
también en otras funciones relacionadas con ella como, por ejemplo, en la
modulacién del circuito de refuerzo en relacién con la conducta nutritiva (Ahima y

Flier, 2000).

En resumen, parece probable que el circuito neuronal relacionado con la ingesta
nutritiva localizado principalmente en el Hipotalamo, incluya conexiones reciprocas
con estructuras troncoencefalicas (por ejemplo, NTS o PB) (Kalra e 4/, 1999; Grill y
Kaplan, 2002; Seeley y Woods, 2003; Flier, 2004). En este sentido, existe la
posibilidad de que el Area Parabraquial participe en los procesos recompensantes y
particularmente en la modificacién especifica del valor hedénico de los estimulos
gustativos, asi como en la reduccion de los estados de necesidad (Le Magnen, 1992;

Berridge, 2003; Simon ez al., 2007).

1.2.2.2.2. Implicacion del Nucleo Central de la Amigdala en
la accion del Sistema Opiaceo sobre la Ingesta.

El CeA ha sido asociado con la integracion de las sefales gustativas, hedénicas y
autonémicas relacionadas con la ingesta de alimentos (Pomonis e# a/, 2000), asi como
en los efectos del Sistema Opiaceo sobre esta conducta regulatoria (Li y Rowland,
1993; Giraudo et al, 1998; Swanson y Petrovich, 1998; Glass e al, 2000).
Concretamene, se ha observado que la administracién de agonistas opiiceos
(DAMGO) en el subntcleo CeA aumenta el volumen de la ingesta de comida, efecto
que es bloqueado con la administracion previa de un antagonista opiaceo (Naloxona)
(Giraudo et al., 1998). Por otra parte, la administraciéon de antagonistas opiaceos en el
CeA disminuye la ingesta cuando se trata de comida preferida (Glass ez al., 2000).
Estos resultados apoyan la idea de que la preferencia por una dieta requieren la
participacion de vias opiaceas localizadas en algunas estructuras limbicas, entre ellas,
el CeA (Glass ez al., 2000). Ademas, sugieren que este subnucleo amigdalino podria
actuar como mediador entre los sistemas sensoriales/afectivos del prosencéfalo y el
circuito alimenticio hipotalamico (Swanson y Petrovich, 1998; Glass ez a/., 2000). En
otras palabras, el CeA podria modular la actividad hipotalamica asociando los

procesos sensoriales a un estado metabdlico (Glass ez 4/, 2000).
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Asimismo, se ha observado que la administraciéon periférica de Naloxona o
Naltrexona induce expresion ¢fos en el CeA (Pomonis ez al., 1997, 2000; Catr ef al.,
1998; Gestreau ef al., 2000; Georges ez al., 2000; Hamlin e /., 2001, 2004; Le Guen ez
al., 2001; Veinante ez al., 2003).

Por ultimo, el CeA ha sido implicado en la liberacion de los opiaceos enddgenos
inducidos a través del consumo de comidas recompensantes (por ejemplo, Sacarosa),
produciéndose en este subnucleo un aumento en la expresion ¢fos inducida por la

Naloxona (Pomonis ef al., 2000).

2. APRENDIZAJE DE DISCRIMINACION GUSTATIVA.

La evolucién ha dotado a los animales con capacidad para establecer preferencias
y aversiones inherentes hacia ciertos sabores que suelen estar relacionados con
importantes consecuencias post-ingestivas (Reilly y Bornovalova, 2005). Sin
embargo, los animales también estan equipados con mecanismos de aprendizaje que
permiten que su ingesta puede ser modificada por la experiencia. Uno de esos
mecanismos de aprendizaje adaptativo es el denominado Aprendizaje Interoceptivo

Gustativo (Reilly y Bornovalova, 2005).

Estudios previos llevados a cabo en este laboratorio han identificado dos sistemas
neuroanatomicos diferentes con respecto a este proceso adquisitivo, aversivo o
recompensante, que han sido denominados Concurrente (Implicito) y Secuencial
(Explicito) (Arnedo ez al., 1990; 1993; Gallo ef al., 1990; 1991; Agtero ef al., 1993a;
1993b; 1997, Cubero ¢ al., 2001; Mediavilla ez al., 1999, 2000, 2001, 2005).

2.1. APRENDIZAJE AVERSIVO GUSTATIVO:
CARACTERISTICAS.

El Aprendizaje Aversivo Gustativo (AAvG) mas habitual (Secuencial), fue
descubierto por J. Garcia en 1955 (Garcia ef al., 1955) y consiste en la predisposicion
biolégica de los animales para asociar un alimento o un sabor con sus consecuencias
nocivas, generalmente de origen visceral (Garcia e al, 1955; Lamprecht y Dudai,
2000). Esta modalidad de aprendizaje universal es potente y duradera, de modo que
basta una sola experiencia para que el sujeto evite en el futuro la ingesta de todo

alimento que tenga las mismas caracteristicas gusto-olfatorias.

Se trata de un mecanismo de proteccion ante estimulos potencialmente

peligrosos para su supervivencia y ello puede explicar que esté presente en casi todas
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las especies animales conocidas (Wilcoxon ez al, 1971; Gustavson et al., 1976; Terk y
Green, 1980; Cannon e# al, 1983; Garcia ¢t al., 1985; Martin y Lett, 1985; Fox ef al,
1990; Houpt ez al., 1990; Terrick et al., 1995; Paradis y Cabanac, 2004). Una excepcién
a esta regla general son los murciélagos vampiros, que toman sangre de otros

animales (Ratcliffe ez a/., 2003).

Procedimentalmente, el AAvG es inducido mediante la exposiciéon a un sabor, en
uno o mas ensayos de aprendizaje y con demora variable, seguido de la
administracién central o periférica de un producto nocivo que suele ocasionar
malestar visceral, nauseas y/o vémitos en el sujeto (Molina y Puerto, 1981). Por sus
caracteristicas, el AAvG esta considerado como un modelo peculiar del aprendizaje y

la memoria (Molina y Puerto, 1981).

Los estimulos nocivos utilizados son de muy diversa indole: Cloruro de Sodio
(NaCl) hipertonico (Arnedo ef al, 1990, 1991; Arnedo e al., 1993; Mediavilla ez al.,
2000, 2001, 2005), Anfetaminas (Shukitt-Hale ez @/, 2000; Rabin es al, 2002),
Metilnitrato de Escopolamina (Gallo e 4/, 1988), Cloruro de Litio (IiCl) (Ritter ez al,
1980; Rabin y Hunt, 1983; Bermudez-Rattoni ez al., 1987; Agtiero ef al., 1993b; Mortis
et al., 1999; Yasoshima et al., 2000; Rollins ez al, 2001), Acido Clothidrico (HCI)
(Ervin ez al., 1990), Aminoacidos (Nakashima e /., 2001; Zheng ez al., 2002; Liu e? al.,
2003), Sulfatos (Coil y Norgren, 1981; Houpt e# al., 1996), Apomorfina (McAllister y
Pratt, 1998; Van der Kooy ¢7 al., 1983), Alcohol (Kiefer y Morrow, 1991; Thiele ez al.,
1996; Cubero et al, 2001), Cocaina (Aja et al., 2002; Grakalic y Riley, 2002) entre
otros. Pero también manipulaciones tales como la administraciéon de radiaciones
(Garcia et al, 1955; Ossenkopp, 1983; Rabin ez al, 2000; Shobi y Goel, 2001),
rotacion corporal (Gallo y Puerto, 1986) o, incluso, la administraciéon de sustancias
no toxicas de caracter nutritivo (Deutsch e /., 1976). En cualquier caso, todos ellos

producen una respuesta caracteristica: la evitacion del sabor.

En el caso de los seres humanos, el AAvG no sélo influye sobre la seleccion de
los alimentos (Bernstein, 1999; Garb y Stunkard, 1974; Midkiff y Bernstein, 1985),
sino que afectan a ciertos grupos clinicos (por ejemplo, pacientes con cancer bajo
quimio/radioterapia y pacientes con Anorexia Nerviosa) muy propensos a las
consecuencias adversas de esta experiencia (Woods, 1991; 2004; Woods e7 al., 2000),
a veces tan severas que hace que algunos pacientes renuncien al tratamiento a pesar

de las obvias consecuencias para su supervivencia (Boakes ez a/., 1993).
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Esta modalidad de aprendizaje (entre otras) supuso un replanteamiento de las
leyes generales y universales del Condicionamiento Clasico (C.C.) que hasta ese
momento regfan en la teorfa del aprendizaje. Su diferenciaciéon cualitativa con
respecto al C.C. motivo la introduccion de la perspectiva evolutiva y neuroetolégica
en la explicacién del fenémeno, en particular, y del aprendizaje, en general (Garcia ez

al,, 1985).

En efecto, el AAvG posee, al menos, tres caracteristicas esenciales que la definen
y diferencian de las leyes generales y universales del C.C., como son la rapidez de
adquisicién y resistencia a la extincion; larga demora inter-estimular; y especificidad
estimular. Existen, sin embargo, propuestas teéricas que todavia pretenden encuadrar
al AAVG dentro del modelo del C.C. y sus leyes generales (Bitterman, 1975; Shaw,
1988; Davidson, 1993).

A pesar de este esfuerzo, las peculiares caracteristicas del AAvG sélo han podido
ser parcialmente reproducidas en modelos de C.C., pero nunca todas ellas de manera

simultanea, sino de forma parcial y aislada (Cannon ez a/, 1985).

2.2. MECANISMOS CEREBRALES IMPLICADOS EN LA
ADQUISICION DEL APRENDIZAJE AVERSIVO
GUSTATIVO.

Al igual que en cualquier otra manifestacién comportamental conocida, no existe
un unico “centro” del AAVG, sino que a lo largo de la evolucién se han desarrollado
complejos circuitos interconectados que constituyen la base neuroanatomica y
funcional del AAvG. Estas unidades estan, posiblemente, especializadas en el
procesamiento de aspectos concretos de este aprendizaje, distribuyendo sus

funciones a través de organizaciones paralelas y jerarquicas (Mediavilla ef a/., 2001).

Una breve revision de los conocimientos disponibles en relacién a estos circuitos

del AAVG se expone en los parrafos siguientes.

2.2.1. TRANSMISION DE LA INFORMACION GUSTATIVA AL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

Aunque tradicionalmente el Sistema Gustativo ha sido considerado como una
modalidad sensorial especial (Brodal, 1981), nadie duda en considerarlo también
como una modalidad interoceptiva (Lamprecht y Dudai, 2000), funcionalmente

paralela aunque independiente del procesamiento visceral.
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Los estudios anatomo-fisiolégicos consideran que los quimio-receptores
gustativos mas anteriores, situados en la lengua, estarfan implicados en el
procesamiento de los aspectos de la “palatabilidad” de los estimulos nutritivos
(Novin ez al., 1981; Breslin e al., 1992), en la selecciéon de la dieta (Finger y Morita,
1985) y en la regulacion del balance energético hidromineral (citado en Cubero, Tesis
Doctoral, 1995). Por su parte, los quimio-receptores gustativos posteriores, que
incluso han sido localizados en el eséfago o cercanos al tracto digestivo, se relacionan
con la regulacién y control de la ingesta en general y de defensas a través de, por

ejemplo, la emesis (Finger y Morita, 1985).

Este sistema esta asociado a los nervios craneales VII, IX y X (facial,
glosofaringeo y vago, respectivamente), cuyas aferencias convergen en células
troncoencefalicas donde, ademas, las respuestas gustativas periféricas son

magnificadas (Ogawa y Hayama, 1984).

En efecto, el primer relevo ocurre a nivel del Bulbo Raquideo, en el Nucleo del
Tracto Solitario (NTS) (Travers y Norgren, 1995; Travers y Hu, 2000).
Posteriormente, a nivel pontino, las neuronas gustativas proyectan a la denominada
Area Gustativa Pontina, la division medial del Complejo Parabraquial (PBm)

(Norgren y Leonard, 1973) (Figura 0.6).

Figura 0.6: Transmision de la informacion gustativa al SNC en una lamina sagital del cerebro de la
rata. A: Amigdala; CIGA: Corteza Insular Gustativa Anterior; HT: Hipotalamo; NTSr: Parte Rostral del
Nucleo del Tracto Solitario; PBm: Nucleo Parabraquial Medial; VBPT: Complejo Ventrobasal Posterior
del Talamo; VIII: Nervio Facial; IX: Nervio Glosofaringeo; X: Nervio Vago.
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A partir del TC la informacién del Sistema Gustativo proyecta hacia diversas
estructuras diencefalicas y corticales, particularmente al Complejo Ventrobasal
Posterior Talamico (VBPT) (Finger y Morita, 1985; Cechetto y Saper, 1987), hacia la
Sustancia Innominada (Norgren, 1974), el Hipotalamo (HT) (Norgren, 1976), la
Amigdala (A) (Fulwiler y Saper, 1984; Lasiter y Glanzman, 1985; Pascoe y Kapp,
1987) y hacia la capa granular de la Corteza Insular Gustativa Anterior (CIGA). Esta
ultima zona cortical recibe sus aferencias de diversas areas gustativas, a saber: a) una
via sin relevo sinaptico secundario, procedente directamente del NTSr v,
supuestamente, de procesamiento rapido (Shipley y Geinisman, 1984), b) una
proyeccion eferente desde el PBm (Saper y Loewy, 1980; Fulwiler y Saper, 1984;
Moga et al., 1990) c) una via polisinaptica desde el VBPT (Cechetto y Saper, 1987)
(Figura 0.6).

Este circuito se cierra con fibras eferentes que suponen controles reciprocos de
retroalimentacion centrifuga para la mayor parte de las estructuras encefalicas
mencionadas (Fulwiler y Saper, 1984; Cechetto y Saper, 1987; Lundy y Norgren,
2001).

Los estudio conductuales realizados sobre esta temadtica sugieren que la
percepcion y deteccién sensorial gustativa se integra y organiza, al menos
parcialmente, en niveles caudales encefalicos, concretamente en el TC. De hecho,
animales descerebrados a nivel supra-colicular pueden discriminar los estimulos
gustativos basicos, mostrando patrones conductuales de reactividad orofaringea
analogos a la de los sujetos neurolégicamente intactos (Grill y Norgren, 1978) y
regulando también aspectos parciales de la conducta nutritiva, al menos en lo que
respecta a la elicitacién de reflejos conductuales de aceptacién y/o rechazo de
alimentos con determinadas caracteristicas gustativas (Steinert e/ a/, 1979; Mark ez al.,

1988; Rilley ez al., 1993).

Sin embargo, aunque el TC muestra una capacidad indiscutible para cierto nivel
de integracién funcional, dicha regulacion dista mucho de ser completa y los datos
disponibles sugieren que los aspectos conductuales mas complejos de aceptacion y/o

rechazo quedan siempre afectados en los animales descerebrados (Mark e a/., 1988).

Por lo tanto, de acuerdo con los estudios conductuales se puede concluir que si
bien los sujetos descerebrados puedan regular ciertas conductas simples y reflejas,

estos animales se muestran incapaces de controlar respuestas mas complejas, tales
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como la adquisicién y el aprendizaje de asociaciones especificas a dichos estimulos

gustativos (Grill y Norgren, 1978; Mark ez al., 1988).

2.2.2. TRANSMISION DE LA INFORMACION OLFATORIA AL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

El sentido del olfato es una modalidad sensorial que es procesada en sus primeras
etapas por el I Par Craneal (Price, 1990) y que, peculiarmente, alcanza la corteza

cerebral sin pasar previamente por el Talamo.

La informacién olfatoria es procesada en un primer momento por neuronas
olfatorias bipolares que se encuentran en la mucosa olfatoria situada en el Epitelio
Olfatorio, en la parte posterodorsal de la cavidad nasal (Nakashima ez /., 1984; Price,
1990). La porcion periférica de estas neuronas olfatorias primarias receptoras es
quimio-sensible y la parte central se trata de un axén amielinico que proyecta
directamente hacia el SNC (el conjunto de estos axones formaria el Nervio Olfatorio

o Nervio Craneal I).

El primer relevo de la informacién olfatoria en el SNC es el Bulbo Olfatorio
(BO) que proyecta a través del Tracto Olfatorio directamente a su relevo secundatio,
la Corteza Olfatoria Primaria (COP), que no es una dnica zona, sino mas bien 5
regiones estructurales diferentes situadas en la superficie ventral y medial del
hemisferio cerebral. Estas 5 regiones son el Nucleo Olfatorio Anterior (NOA), la
Amigdala, el Tubérculo Olfatorio (TO), la Corteza Piriforme (Pir) y la Corteza
Entorrinal Rostral (CEr) (Figura 0.7), cada una de las cuales se encargaria del
procesamiento de los distintos aspectos de la informacioén olfatoria (Price, 1990;

Martin, 1997) (Figura 0.7).
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Figura 0.7: Procesamiento de la informacién olfatoria al SNC en una lamina sagital del cerebro de la
rata. ACo: nucleo cortical anterior de la amigdala; AOOF: area olfatoria orbito-frontal, BO: bulbo
olfatorio; BL: nucleo basolateral de la amigdala; CeA: nucleo central de la amigdala; CEr: corteza
entorrinal; DM: nucleo dorsomedial del talamo; FHC: formacion hipocampal; GP: globo palido; Me:
nucleo medial de la amigdala; NOA: nucleo olfatorio anterior; Pir: corteza piriforme; PLCo: nucleo
cortical posterolateral de la amigdala; SNi: sustancia negra; TO: tubérculo olfatorio.

Una gran variedad de estudios han mostrado conexiones directas entre el BO y la
Amigdala, dirigidas concretamente hacia los Nucleos Amigdalinos Centromediales
(Nucleo Corticales Anterior, Nucleo Cortical Posterolateral y Nucleo Medial) (Scalia
y Winans, 1975; Price, 1990). El BO también envia una proyecciéon directa hacia el
Nucleo Amigdalino Central (CeA) (Ottersen, 1982) (Figura 0.7).

Existen conexiones indirectas entre el BO y la Amigdala, generalmente dirigidas
hacia el Nucleo Basolateral de la Amigdala (BLLA), via Corteza Piriforme (Pir) (Powell
et al., 1965) (Figura 0.7). La Corteza Piriforme (Pir), ademads, proyecta directamente
hacia el Nucleo Dorsomedial del Talamo (DM), que a su vez proyecta hacia el Area

Olfatoria de la Corteza Orbitofrontal (AOOF) (Figura 0.7).

2.2.3. TRANSMISION DE LA INFORMACION VISCERAL AL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

La transmision de la informaciéon de origen visceral hacia el SNC es mas
compleja. Diferentes sistemas de deteccion periférica se ofrecen para detectar,
procesar y transmitir los estimulos de origen visceral que posteriormente seran

transmitidos hacia las diversas estructuras centrales.
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Aunque la mayorfa de estudios se han centrado en la investigacion de los centros
encefalicos relacionados con el aprendizaje viscero-gustativo frente al estudio de los
sistemas de transmision (periféricos) de la informacion del estimulo visceral, existen
datos experimentales que han puesto de manifiesto la relevancia funcional de los
quimio-receptores vagales gastro-intestinales, por un lado (Arnedo y Puerto, 1986;
Arnedo et al., 1990, 1991; Arnedo ez al, 1993), y, por el otro, del sistema humoral y
los centros quimio-receptores centrales asociados (Ladowsky y Ossenkopp, 1986;

Gallo ez al. 1988, 1990, 1991; Bernstein ez al., 1992).

2.2.3.1. Mecanismos de la Transmision Visceral Vagal-
Cerebral.

El Nervio Vago incluye una serie de sistemas anatémicos (aferentes en un 90%)
que inervan, entre otros 6rganos corporales, el aparato digestivo. La informacion
visceral es captada por una variedad de receptores vagales situados en la cavidad
gastrointestinal y entre los cuales existen mecanorreceptores, quimiorreceptores,

osmorreceptores o termorreceptores (Blackshaw y Grundy, 1989).

Este sistema dispone de mecanismos de deteccioén y procesamiento rapido que
pueden detectar la presencia de los distintos productos presentes en el sistema
digestivo antes de ser absorbidos y de que ingresen en el torrente sanguineo. Este
mecanismo activa sistemas de defensa y proteccion tales como las respuestas
eméticas, pero solo en el caso de algunas sustancias (no todas) que puedan ser

fisiolégicamente adecuadas a estos sistemas sensoriales.

Anatémicamente la via vagal tiene su primera conexiéon en el area caudal del
Nucleo del Tracto Solitario (NTSc) (Contreras ef al., 1980; Norgren y Smith, 1988;
Hyde y Miselis, 1982), mientras que su siguiente relevo se sitda ya en el Complejo
Parabraquial, con neuronas que, por ejemplo, se activan en respuesta a la
administraciéon de NaCl hipertonico en el Sistema Porta-Hepatico (Krivanec, 1993;
Herman y Rogers, 1985; Adachi y Kobashi, 1985): NaCl hiperténico administrado
intragastricamente (Kobashi e a/, 1993; Yamamoto, 1993; Yamamoto y Sawa, 2000a;
Michl ef al., 2001) y subcutaineamente (Rinaman ef al, 1997); LiCl administrado
intraperitonealmente (Yamamoto e al, 1992; Gu et al., 1993; Navarro ez al., 2000),
subcutaneamente (Hamamura ef a/, 1999) e intragastricamente (Yamamoto y Sawa,
2000a); Acido Clorhidrico (HCI) administrado intragastricamente (Yamamoto y
Sawa, 2000a; Michl ez al., 2001); Etanol administrado intraperitonealmente (Thiele ez

al., 2000) e intragastricamente (Yamamoto y Sawa, 2000a); Lactosa administrada
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intragastricamente (Yamamoto y Sawa, 2000a); Sacarosa administrada intraoral e
intragastricamente  (Yamamoto y  Sawa, 2000b); Gastrina  administrada

intravenosamente (Yakabi e al., 2002); entre otros.

Esta via vagal-pontina proyecta al Talamo (Yamamoto ez al, 1992), la Amigdala
(Saper y Lowey, 1980; Moga ef al., 1990; Yamamoto ef al., 1992; Yamamoto e/ al.,
1993) y, posteriormente, hacia la porciéon caudal de la Corteza Insular (CIGC) (Ito,
1992, 1994) (Figura 0.8).

Figura 0.8: Procesamiento de la informacion visceral vagal al SNC en una lamina sagital del cerebro
de la rata. A: Amigdala; CIGC: Corteza Insular Gustativa Caudal; NT'Sc: Parte Caudal del Nucleo del
Tracto Solitario; PBL: Nucleo Parabraquial Lateral; T: Talamo; X: Nervio Vago.

2.2.3.2. Mecanismos Humorales/Circulatorios de la
Transmision Visceral.

La otra via de acceso al SNC de los estimulos de origen visceral entra en
funcionamiento después del proceso de absorciéon e ingreso en la sangre, para
acceder asi a centros encefalicos especificos relacionados con el sistema sensorial
humoral visceral. Este procesamiento supone una lentitud considerable sobre todo si

se compara con las vias de transmisién nerviosa.

Las sustancias que ingresan en el torrente sanguineo, pero que no atraviesan la
Barrera Hemato-Encefalica (BHE), pueden ser detectadas por estructuras cerebrales
especializadas, 6rganos circunsventriculares, que al carecer de ella detectan la
informacién y la trasladan a centros de rango superior capaces de activar reflejos de
defensa y proteccion, asi como de elicitar respuestas integradas y adaptativas

(Chambers, 1990).
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El principal centro detector de la via humoral en el SNC es el Area Postrema
(AP) (Gallo ef al., 1988, 1990, 1991; Yamamoto ¢t al, 1992; Bernstein ¢f al., 1992),
situada en la base del IV ventriculo, en el Bulbo Raquideo, y que actta, en la mayoria
de los mamiferos, como centro emético (Adachi y Kobashi, 1985; Kobashi e 4/,
1993). Este nucleo mantiene conexiones reciprocas con estructuras tales como el
NTS y el PB (Cunnigham ef a/, 1994). El PB es el principal centro de proyeccion de
las vias eferentes del AP, pero sobre todo el area lateral (PBI) (Yamamoto ez al., 1992;

Yamamoto ef al., 1993) (Figura 0.9).
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Figura 0.9: Procesamiento de la informacion visceral humoral al SNC en una lamina sagital del
cerebro de la rata. AP: Area Postrema; NTS: Nucleo del Tracto Solitario; PBL Nucleo Parabraquial
lateral.

Aunque con respecto al AAVG los resultados obtenidos revelan la importancia
del AP en tareas de aprendizaje Secuencial, existe el convencimiento de que no puede
ser considerada como el lugar de retencién de las asociaciones viscero-gustativas
(Ladowsky y Ossenkopp, 1986; Gallo ef a/, 1988, 1990, 1991; Bernstein e al., 1992;

Yamamoto ez al., 1992).

2.2.4. LAS ZONAS DE CONVERGENCIA VISCERO-
GUSTO/OLFATORIA COMO POTENCIAL BASE ANATOMICA
DEL APRENDIZAJE AVERSIVO GUSTATIVO.

Aunque los sistemas neurales del AAvG no han sido determinados con precision,
resulta probable que las zonas criticas en este proceso comportamental sean aquellas
donde se producen la convergencia de la la informacién visceral y la gustativa u
olfatoria (Garcia e al., 1968; Yamamoto ¢f al., 1991; Yamamoto, 1993; Bures ¢7 al.,

1998).
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Asi, se han propuesto varias regiones donde pudiera producirse esta convergencia
anatomica (Fulwiler y Saper, 1984; Shipley y Geinisman, 1984; Cechetto y Saper,
1987) y en la que existen células doblemente sensibles a estimulos gustativos y a
estimulos viscerales, y entre ellas el NTS y el PB (Norgren y Leonard, 1973; Norgren,
1976; Travers et al., 1986; Kobashi y Adachi, 1986; Yamamoto ¢# al., 1992).

A su vez, estos centros de informacion gustativa y visceral proyectan hacia
centros encefalicos mas rostrales, especialmente hacia la Amigdala y la Corteza

Insular (Saper y Lowey, 1980; Moga ¢7 al., 1990; Yamamoto e/ al., 1992) (Figura 0.3).

2.2.4.1 Los dos Sistemas Neurobiolégicos de Transmision
Visceral (Vagal y Humoral) sustentan dos Modalidades de
AAvVG (Concurrente y Secuencial).

Se ha considerado que las caracteristicas funcionales de los dos sistemas
neurobiolégicos responsables del procesamiento de informaciéon visceral podtian
constituir el sustrato biolégico inicial de las dos modalidades de AAvG, Concurrente
y Secuencial (Garcia et al, 1985; Kiefer, 1985; Chambers, 1990; Garcia, 1990;
Mediavilla ez al., 2001, 2005).

La implicacién y relevancia de uno u otro sistema neurobiologico estarfa en
funcién de factores tales como el tipo de agente visceral utilizado, la via de
administraciéon del mismo, el tipo de procedimiento experimental utilizado y el
intervalo inter-estimular (Chambers, 1990; Arnedo e al., 1990, 1991; Gallo e al,
1992; Yamamoto e/ al., 1992; Agtero et al., 1993a, b; Agtero et al., 1997; Mediavilla ez
al., 1998, 1999, 2001, 2005).

En el procedimiento del AAvG Concurrente deben activarse los mecanismos
neurales de deteccion visceral vagal, de modo que el organismo pueda conocer,
rapidamente, las caracteristicas quimicas de los alimentos que consume y, gracias a
esta capacidad de deteccion, puede discriminar y reaccionar inmediatamente acerca
de la conducta de ingesta o al comportamiento de rechazo mas adecuado en cada

momento.

El procedimiento experimental que se sigue en el AAvG Concurrente consiste en
la presentacion al mismo tiempo de dos estimulos gusto-olfatorios, durante todos los
ensayos de adquisicion, aunque sélo uno de ellos es asociado con la administracién
intragastrica simultanea de un estimulo nocivo, mientras que el otro estimulo gusto-

olfatorio es asociado con la administraciéon de Suero Fisiologico (Fotografia 1.1).
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En efecto, este proceso parece implicar al Nervio Vago, ya que las Vagotomias o
las axotomias del sistema aferente vagal bloquean el AAvG inducido tanto con NaCl

hiperténico (Arnedo y Puerto, 1986; Arnedo ef al, 1989, 1990, 1991; Arnedo ef al,

1993) como con morfina administrada via intraperitoneal (Bechara ez 4/, 1993).

Por su parte, el procedimiento experimental del AAvG Secuencial supone la
presentacion cada dia de uno u otro de los dos estimulos gusto-olfatorios, uno de los
cuales (con demora inter-estimular) va seguido de la administraciéon del estimulo
nocivo visceral. Asi, una caracteristica peculiar de esta modalidad de aprendizaje es
que puede llevarse a cabo sin el requisito de contigliidad inter-estimular, puede ser
adquirido en un solo ensayo, es flexible y sensorialmente especifico (Gallo ez al.,

1990, 1991; Gallo ¢# al., 1998; Mediavilla ¢# al., 2001)

En este ultimo caso las Vagotomias no interrumpen la adquisicion de AAvG
Secuencial cuando se utiliza sulfato de cobre administrado intravenosamente (Coil ez
al., 1978), alcohol, tanto intragastrica como intraperitonealmente (Kiefer ef a/, 1980),
LiCl (Martin ez al., 1978; Arnedo e al, 1991) o radiaciones que ocasionan malestar

visceral (Hunt e al., 1987).

Esta ausencia de efecto de las Vagotomias sobre la adquisicion de AAvVG
Secuencial sugiere que los estimulos siguen rutas alternativas a la del Nervio Vago, y
asi estructuras implicadas en el procesamiento visceral humoral como, por ejemplo,
el Area Postrema, al ser dafiadas interrumpen la adquisicion de AAvG Secuencial
(Ladowsky y Ossenkopp, 1986; Gallo ef al, 1988, 1990, 1991; Bernstein e al., 1992;

Yamamoto ef al., 1992).

Estas dos modalidades han sido consideradas como procesos adquisitivos
diferentes, o diferentes modalidades de aprendizaje, aunque el resultado final, en
ambos casos, sea evitar uno de los estimulos gusto-olfatorios. En este sentido,
existen datos que sugieren que las caracteristicas distintivas del AAvG Concurrente
(por ejemplo, aprendizaje incremental, contigiiidad estimular, rigidez, etc..) podtian
incluirse dentro de las modalidades de Memoria Procedimental/Implicita, mientras
que los rasgos del AAvG Secuencial (por ejemplo, un solo ensayo, demora entre el
estimulo gusto-olfatorio y el estimulo aversivo-visceral, flexibilidad, etc..) parecen

similares a las modalidades Declarativo/Relacional /Explicita (Mediavilla ez a/., 2001).
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2.3. ESTRUCTURAS CEREBRALES IMPLICADAS EN EL
APRENDIZAJE AVERSIVO GUSTATIVO.

2.3.1. IMPLICACION FUNCIONAL DEL COMPLEJO
PARABRAQUIAL.

En general, las lesiones globales de la region Parabraquial interrumpen tanto el
Aprendizaje Aversivo Gustativo (AAvG) como el Olfatorio (AAvO) inducido con
LiCl (Reilly ez al., 1993).

Mas especificamente, se ha demostrado que las lesiones del PBm interrumpe la
adquisiciéon del AAVG en su modalidad Concurrente (Agliero ef al., 1997), algo que
no sucede tras las lesiones del PBl (Agtiero e a/, 1997). Sin embargo, estudios
posteriores han demostrado que lesiones especificas del subnutcleo Parabraquial
Lateral Externo (PBle) interrumpen la modalidad Concurrente tanto del AApG
(Zatra et al., 2002) como del AAvG (Mediavilla e 4/, 2000). Es decir, la participacién
del PBle parece ser relevante sélo cuando las demandas de la tarea pertenecen a la

modalidad Concurrente (Mediavilla e7 a/, 2000; Zafra et al., 2002).

En esta linea, la Estimulacion Eléctrica del PBle, una técnica experimental que ha
demostrado ser un sustituto adecuado del estimulo visceral en procedimientos de
AAvG (Gallo et al, 1988; Agtiero et al., 1993a), induce aversiones y preferencias por

los sabores con los que se asocia (Simén ef al., 2007).

Un apoyo adicional sobre la implicaciéon del PBle en la modalidad Concurrente
del AAVG proviene de estudios en los que se ha observado su activacion, junto a
otros nucleos cerebrales, tras manipulaciones de indole visceral del tipo de la
Estimulacién Eléctrica del Nervio Vago (Gieroba y Blessing, 1994), la distensién
gastrica (Suemoti ef al., 1994; Baird ez al., 2001a, b; Berthoud e# al., 2001; Vrang ef al.,
2003; Mazda et al., 2004) o la administracién de productos nocivos (habitualmente
utilizados para inducir AAvG) tales como el NaCl hipertonico (Kobashi ez af., 1993)
o el LiCl (Yamamoto et al., 1992; Gu ¢f al., 1993; Swank y Bernstein, 1994).

Por su parte, las lesiones del PBl (generalmente no totales) bloquean el
aprendizaje en la modalidad Secuencial, inducida por la administracién intragastrica
de NaCl hipertonico (Agtero ef al., 1993a), Paroxina (Lopez-Grancha e al, 2000),
Escopolamina (Cubero y Puerto, 2000a) y/o por la Estimulaciéon Eléctrica del Area
Postrema (Agtero e/ al, 1993b), presumiblemente al interrumpir la informacién

humoral viscero-sensorial proveniente principalmente desde la propia Area Postrema
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(Borison, 1989; Shapiro y Miselis, 1985; Van der Kooy y Koda, 1983; Coil y Norgren,
1981; Coil ¢t al, 1978; Arnedo et al., 1990; Bernstein et al, 1992; Gallo et al., 1990,
1991; Agtiero ef al., 1993a, b).

Finalmente, algunos estudios han demostrado la activacion del PBI en respuesta a
la administracién de productos aversivos habitualmente utilizados para inducir el
AAvG Secuencial, entre ellos, el LiCl, la Estricnina, la Cocaina y las Anfetaminas
(Sakai y Yamamoto, 1997; Yamamoto ez al, 1992), el Alcohol (Sakai y Yamamoto,
1997; Thiele ez al., 1996) o la Gastrina (Yakabi ez a/., 2002), asi como en respuesta a la
administraciéon gastrica de algunos compuestos nutritivos tales como la Sacarosa
(Yamamoto y Sawa, 2000a, b) o a una ingesta de alimentos que producen Saciacion

(Rinaman e# al., 1998).

En resumen, en funcién de la tarea, del tipo de estimulo aversivo-visceral
utilizado y de su via de administracion, se puede activar un circuito anatémico u otro
y una modalidad de aprendizaje u otra. Las lesiones de determinadas estructuras, tal y
como se ha expuesto mas arriba, afecta, por tanto, diferencialmente a las dos
modalidades de AAvVG, Vagal/a Corto Plazo (Concurrente) y Humoral/a Largo
Plazo (Secuencial) (Arnedo ez al., 1990).

2.3.2. IMPLICACION FUNCIONAL DE LA AMIGDALA.

Entre los primeros estudios sobre la Amigdala, y sus implicaciones funcionales, se
deben destacar los realizados por Kliver y Bucy en 1939 (Bucy y Kliver, 1955). En
ellos se describen los sintomas inducidos en monos que habian sido sometidos a una
ablacion bilateral del Lobulo Temporal Medial (incluyendo la Amigdala). Entre los
principales sintomas que mostraban estos animales se encuentran la ausencia de
miedo a objetos amenazantes y la incapacidad para discriminar visualmente entre
objetos comestibles y no comestibles (Bucy y Kliver, 1955; Jones y Mishkin, 1972;
Aggleton y Passingham, 1981).

En la actualidad se considera que la Amigdala desempefa una funciéon central en
la apreciacion del significado de los estimulos ambientales especificos para la especie
(Amaral ez al., 1992), particularmente en la implicacién de la asignacion de significado
emocional o valencia a eventos a través del establecimiento de aprendizajes
asociativos (Hatfield y Gallagher, 1995). Esta funcién capital para la supervivencia
facilita la seleccién de un alimento apropiado o pareja, evitando las sustancias o

situaciones peligrosas.
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En este contexto hay que destacar necesariamente los estudios sobre Miedo
Condicionado que han analizado con todo detalle las bases neurobiolégicas de esta
emocién concreta y que tan estrechamente esta relacionada con la Amigdala (Davis,

1992; LeDoux, 1992; Onishi y Xavier, 2010; Cousens ¢7 al., 2012).

Estos estudios han puesto de manifiesto dos subsistemas (LeDoux, 2000; Torras
¢t al., 2001) que convergen en la Amigdala, concretamente en el Nucleo Lateral (La),
que recibe: 1) informacion sensorial directamente del Talamo o 2) a través de
conexiones indirectas Talamo-Corteza-La (Romanski y LeDoux, 1992; Davis e al.,

1993; Maren, 1996; Quirk ez al., 1997, Pitkdnen e al., 1997).

De hecho, esta participacion de la Amigdala en el aprendizaje y en el
almacenamiento (memoria) del condicionamiento del miedo implicarfan procesos de
Potenciacion a Largo Plazo (PLP) (Clugnet y LeDoux, 1990; Fanselow y Kim, 1994;
Rogan y LeDoux, 1995; Maren, 1999).

En el contexto de este sistema anatémico se considera al subnicleo CeA como la
principal puerta de salida del Complejo Amigdalino vy, asi, sus lesiones interfieren con
la expresion de estas respuestas condicionadas (Campeau y Davis, 1995; Hitchcock y

Davis, 1991).

Todos estos datos llevaron, en la década de los 80, a un buen nimero de

investigadores a examinar la implicacion de la Amigdala en el AAVG.

Inicialmente, se ha podido observar la activacion, entre otras, de las neuronas del
CeA tras la administracion de varios de los principales agentes aversivos utilizados en
el AAvG, por ejemplo, NaCl y HCI administrados intragastricamente (Michl ez af,
2001); LiCl intraperitoneal (Yamamoto et al, 1992; Yamamoto et al, 1997) e
intragastrico (Yamamoto y Sawa, 2000a); Etanol intraperitoneal (Thiele ¢ /., 2000) e
intragastrico (Yamamoto y Sawa, 2000a); Sacarosa intragastrica (Yamamoto ef al,
1997; Yamamoto y Sawa, 2000a) e intraoral (Yamamoto et al, 1997); y Gastrina
intravenosa (Yakabi e al, 2002). Esta activaciéon amigdalina concreta requiere,
aunque no todos los autores coinciden en este punto (por ejemplo, Gu ez al., 1993),
de la participacion del NTS (Houpt e7 al., 1994; Swank y Bernstein, 1994; Swank ez a/.,
1995; Schafe y Bernstein, 19906) y puede ser bloqueada mediante la administracién de

Vagotomias (Michl ez a/, 2001).
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2.3.2.1. La controversia sobre las “Vias de Paso” en la
Amigdala.

Aunque las primeras investigaciones, con lesiones electroliticas de la Amigdala
(generalmente del BLLA), mostraron repetidamente un bloqueo de la adquisicion del
AAvG (Nachman y Ashe, 1974; Aggleton e al, 1981; Lasiter, 1982; Lasiter y
Glanzman, 1982; Fitzgerald y Burton, 1983; Bermudez-Rattoni ez a/, 19806), estos
resultados fueron pronto cuestionados (Dunn y Everitt, 1988). Estos autores
utilizaron dos tipos de técnicas lesivas: una electrolitica y otra neurotoxica, para
mostrar que solo las primeras producian una atenuacion del AAvG, considerando asf
que las lesiones electroliticas afectaban a la adquisicién al causar un dafio accidental
de la fibras de paso (Lasiter, 1982; Fitgerald y Burton, 1983; Yamamoto, 1984;
Simbayi et al, 1986; Simbayi, 1987; Dunn y Everitt, 1988; Bermudez-Rattoni y
McGaugh, 1991; Gallo e al, 1992; Roldan y Bures, 1994; Schafe ez al., 1998). De
hecho la via PBm-Corteza Insular aparece confinada dentro de los limites de CeA
(Frey et al., 1997), por lo que la destruccion electrolitica llevada a cabo en estos
experimentos podtia haber destruido dicha conexién, afectando indirectamente a la

Corteza Insular.

Sin embargo, investigaciones relacionadas, controlando la integridad o no de la
via PBm-Corteza Insular, han comprobado que la interrupciéon de esta via sélo
atenua el AAvG (Yamamoto ef al, 1980; Dunn y Everitt, 1988; Yamamoto y
Fujimoto, 1991; Yamamoto, 1993; Yamamoto ez al, 1994) y que, mientras las lesiones
electroliticas especifica del CeA (Frey ez al., 1997) no tienen efecto sobre el AAVG
(Kemble 7 al., 1979; Galaverna ef al., 1993), las lesiones electroliticas de BLA, que no

interfieren con la via, sf impiden la adquisicion de AAvVG (Aggleton e7 al., 1981).

La hipoétesis de las “Fibras de Paso” ha sido examinada de nuevo por Mortris y
colaboradores (1999) utilizando 4cido iboténico en el BLA y el CeA. Los resultados
mostraron que solo las lesiones que destrufan mas del 90% del volumen del BLA
interrumpian el AAvG, mientras que las lesiones del CeA no producian efecto
alguno. Morris y colaboradores (1999) concluyen que el BLA serfa la estructura
critica para la integraciéon de la cualidad sensorial del gusto con la sefial visceral

nociva/toxica y sus consecuencias afectivas.

Esta ultima propuesta ha sido apoyada consistentemente por los estudios llevados
a cabo por el grupo de Yamamoto (Yamamoto y Fujimoto, 1991; Yamamoto, 1993;

Yamamoto et al., 1994a; Sakai y Yamamoto, 1999) en los cuales el AAVG es
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bloqueado mediante lesiones excitotoxicas del 90% de la extension del BLA. La
relacion anatomica del BLA con el Estriado y con la Corteza Motora ofrece una ruta
a través de la cual podria expresarse los aspectos motores del comportamiento

aversivo.

En cualquier caso, a lo largo de los afos los estudios con técnicas lesivas en la
Amigdala (dentro del AAvG) han obtenido resultados contradictorios, que se pueden
concretar en tres posiciones distintas: a) para algunos autores es posible interrumpir
por completo la adquisicién del AAvG (Nachman y Ashe, 1974; Aggleton ez al., 1981,
Yamamoto y Fujimoto, 1991; Yamamoto, 1993; Yamamoto e7 al., 1994a; Schafe ez al.,
1998; Sakai y Yamamoto, 1999; Mortis ef al., 1999); b) otros investigadores sélo han
obtenido efectos atenuadores (Fitzgerald y Burton, 1983; Gallo et al, 1992); y )
mientras que finalmente un tercer grupo ha observado que las lesiones de la
Amigdala no generan efecto alguno (Lasiter, 1982; Lasiter y Glanzman, 1982;
Simbayi et al, 1986; Simbayi, 1987; Dunn y Everitt, 1988; Bermudez-Rattoni y
McGaugh, 1991; Schafe ez al., 1998).

2.3.2.2. Algunas alternativas tedricas.

Existen algunas alternativas que pueden explicar esta falta de consenso: a) la
extension del dafio de los distintos subnucleos individuales de la Amigdala es
ocasionalmente un parametro ignorado; b) se han utilizado gran variedad de
protocolos de AAVG; c¢) existe también un amplio espectro de estimulos gusto-
olfatorios y de agentes nocivos para inducir malestar visceral; y d) se han utilizado
diferentes métodos para estudiar la implicacion de la Amigdala en el AAVG

(Lamprecht y Dudai, 2000).

Otro factor habitualmente ignorado es la relevancia de la informacién olfatoria
que no siempre ha sido tenida en cuenta como sefial sensorialmente esencial en este
proceso adquisitivo. De hecho, algunos autores sugieren que el término AAvG
deberia ser sustituido en la mayorfa de los casos por el de Aprendizaje Aversivo al
Sabor (AAVS), entendiendo por “sabor” la suma del componente “gustativo” y
“olfatorio” de un estimulo (Bures ez a/., 1998; Rollins ez al., 2001; Sclatani ez al., 2001;

Capaldi ez al., 2004; Touzani y Sclafani, 2005).

De hecho, se ha demostrado repetidamente que tanto el componente “gustativo”

como el “olfatorio” pueden ser asociados individualmente con el malestar visceral

(De Araujo et al., 2003; Capaldi e al., 2004).
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Asi, los estudios sobre el Aprendizaje Aversivo Olfatorio (AAvO) han mostrado
que tanto las lesiones del CeA (Hitchcock y Davis, 1986, 1987; Sananes y Campbell,
1989), como las manipulaciones farmacologicas desactivadoras del BLA
(Miserendino ef al., 1990; Campeau ef al., 1992; Davis, 1992; Fanselow y Kim, 1994,
Maren et al, 1996), impiden selectivamente la adquisicion de las respuestas

condicionadas olfatorias de miedo.

Adicionalmente, el Aprendizaje Aversivo Olfatorio (AAvO), en contraste con el
AAvG, solo puede ser adquirido si el estimulo visceral aversivo es administrado al
animal inmediatamente antes o simultineamente a la presentaciéon del estimulo
olfatorio (Garcia et al, 1966; Rusiniak et al, 1979; Ferry y Di Scala, 1997), una
caracteristica distintiva de la modalidad Concurrente (a Corto Plazo) del AAVG
(Arnedo y Puerto, 1986; Arnedo er al, 1989, 1990,1991; Arnedo et al, 1993;
Mediavilla ez al., 1998, 1999, 2001).

El hecho de que el estimulo olfatorio per se no ofrezca la posibilidad de generar
un trazo de memoria lo suficientemente potente como para poder ser asociado con
un estimulo aversivo demorado (Garcia e7 al, 1966; Rusiniak e al., 1979; Ferry y Di
Scala, 1997) ha llevado a proponer que los animales sélo adquieren una fuerte
aversion al estimulo olfatorio asociado al estimulo aversivo demorado cuando el
primero era relacionado con un estimulo gustativo durante el proceso de adquisicién
(Rusiniak e# al, 1979; Durlach y Rescorla, 1980). Este modelo ha sido denominado
Aprendizaje Aversivo Olfatorio Potenciado por el Sabor (AAvOPS), una modalidad
de aprendizaje que aparentemente resulta de la asociacion entre el débil trazo del
estimulo olfatorio y el estimulo aversivo retardado, valiéndose de la presencia del
estimulo gustativo. De alguna manera se modificaria la caracteristica del trazo de
memoria durante la adquisicion (Ferry y Di Scala, 2000), una peculiaridad por otra
parte distintiva de la modalidad Secuencial (a Largo Plazo) del AAvG (Arnedo y
Puerto, 1986; Arnedo e al., 1989, 1990, 1991; Atnedo ef al, 1993; Mediavilla e al.,
1998, 1999, 2001).

Tanto a través del modelo del AAVO como del AAVOPS se ha investigado la
implicacién de la Amigdala en estos aprendizajes. Asi, se considera que el BLA, pero
no el CeA, es fundamental en la adquisiciéon del AAvO (Ferry ez al, 1999) y del
AAvVOPS (Bermudez-Rattoni ez al, 1986; Hatfield y Gallagher, 1995; Ferry y Di
Scala, 2000), y se sugiere que el BLA (y particularmente sus receptores NMDA)

estarfa implicado selectivamente en los procesos de adquisicion de aversiones
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olfatorias y, mas precisamente, en el proceso de memoria que apoya la asociacién
entre el estimulo olfatorio y el estimulo aversivo retardado (Ferry y Di Scala, 2000).
Estas manipulaciones no afectan al procesamiento sensorial de la informacién

olfatoria (Hatfield y Gallagher, 1995).

Otras investigaciones, en fin, han implicado al BLA, no sélo en adquisicién, sino
también en la consolidacion de la memoria basada en la informacion olfatoria asi
como de las memorias basadas en otras modalidades sensoriales (Cousens y Otto,

1998; Kilpatrick y Cahill, 2003).

2.4. BASES NEUROQUIMICAS IMPLICADAS EN EL
APRENDIZAJE AVERSIVO GUSTATIVO.

Al principio la utilizacién de las distintas sustancias para inducit AAvG se
basaban, sobre todo, en los efectos eméticos o aversivos que éstas producian asi

como en sus efectos farmacoldgicos sobre unos u otros neurotransmisores (Bures ez

al,, 1998).

Asi, por ejemplo, la implicacion de los péptidos endégenos en la induccion de
AAvG ha sido ampliamente estudiada en relacion con la administracién de
Colicistoquinina (CCK), un neuropéptido intestinal considerado como uno de los
candidatos participantes en los procesos de Saciaciéon. En este sentido, existen
numerosos estudios que indican que la CCK disminuye la ingesta de comida mas por
el malestar que causa (Deutsch y Parsons, 1981; Smith ez @/, 1982; Sturdevant y
Goetz, 1976; De Montigny, 1989; Swerdlow e al, 1983) o por modular las
propiedades hedénicas de los alimentos (Waldbilling y Callaghan, 1980; Hsiao y

Deupree, 1983), que por inducir Saciacién propiamente dicha.

La significacion del Sistema Opiaceo en los procesos del AAvG es controvertida.
Algunos estudios (ya mencionados anteriormente), dentro de la modalidad apetitiva
del Aprendizaje Interoceptivo Concurrente (AApG), sugieren que el antagonismo
oplaceo bloquea tanto la adquisicién como la expresion de las preferencias por la
dieta (Levine ez a/, 2002). Sin embargo, experimentos llevados a cabo por Bodnar y
Sclafani consideran que los antagonistas opiaceos no afectan al desarrollo de
preferencias gustativas, aunque la Naltrexona (antagonista opiiceo) disminuye la
ingesta de sabores asociados con Sacarosa (Yu ef al, 1999; Azzara et al., 2000; Frisina
y Sclafani, 2002; Baker e a/., 2004). Cuando se utilizan tareas de Condicionamiento

de Preferencia hacia un Lugar (CPL), se observa que la Naltrexona inhibe la
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expresion pero no la adquisicion del lugar preferido asociado con Sacarosa
(Delameter ez al., 2000). En efecto, se observé que la Naltrexona después del periodo
de adquisiciéon reducia el tiempo que el animal pasaba en el compartimento del
laberinto asociado al sabor dulce pero no impedia que los animales fuesen capaces de

aprender las preferencias espaciales.

Otros estudios han mostrado que la administracién de antagonistas opiaceos
reduce las preferencias por soluciones apetitosas como la Sacarina o la Sacarosa (Le

Magnen et al., 1980; Levine ez al., 1982; Le Magnen, 1992; Agmo et al., 1995).

En relaciéon con estos dltimos datos, existen estudios que han observado que la
administracion intraoral de nutrientes induce preferencias olfatorias que son
bloqueadas con antagonistas opiaceos (Shide y Blass, 1991). La via intraoral de
administracion del reforzador, utilizada por estos estudios, hace posible la deteccion

de éste de una forma rapida (caracteristica distintiva de la modalidad Concurrente).

Por otra parte, existen investigaciones que implican a los receptores NMDA en la
formacion de la memoria del sabor, sobre todo en Aprendizaje Aversivo Olfatorio
Potenciado por el Sabor (AAvOPS). Asi, se ha demostrado que la administracién
sistémica, intraventricular o directamente en el subnicleo BLA de un antagonista
NMDA (D-APV) bloquea el AAvOPS, sin interferir en la expresion de este
aprendizaje, ni al AAvG, ni al condicionamiento AAvO (Willner e7 al., 1992; Hatfield
y Gallagher, 1995). Estos resultados sugieren que la neurotransmision glutamatérgica
esta implicada en la asociaciéon del gusto con el olor (sabor), pero no en el
procesamiento de cada una de estos indices sensoriales independientemente (Bures ez

al., 1998).

Finalmente, los sistemas neuroquimicos implicados en las respuestas al estrés
también han sido relacionados con la adquisiciéon del AAvG. Asi, por ejemplo, se ha
demostrado que existe un aumento de los niveles en plasma de hormonas
relacionadas con el estrés (por ejemplo, adrenocorticoides) tras la adquisicion del
AAvG (Smotherman ez al, 1976) aunque, al parecer, la respuesta hormonal per se no

es critica para esta modalidad de aprendizaje (Ader ez al., 1978).
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3. CONDICIONAMIENTO HACIA UN LUGAR.

3.1. CARACTERISTICAS DEL CONDICIONAMIENTO HACIA
UN LUGAR.

En el Condicionamiento hacia un Lugar (CL) las propiedades motivacionales del
estimulo administrado (farmaco u otra sustancia) son asociadas con estimulos del
entorno, inicialmente neutros, que se convierten as{ en estimulos capaces de generar
conductas de aproximacién/evitacién cuando el sujeto se encuentra expuesto a ellos

nuevamente (Tzschentke, 1998).

Este modelo ha resultado ser un procedimiento eficaz para la investigacién de los
sustratos neurales del aprendizaje y la memoria (Holahan, 2005), particularmente en
relacibn con en el estudio de los mecanismos cerebrales del refuerzo
(Condicionamiento de Preferencia hacia un Lugar, CPL), tanto en relacién con la
comida (McDonald y White, 1993; White y McDonald, 1993; Lepore y Franklin,
1996; Packard y McGaugh, 1992, 1996; McDonald y Hong, 2004), las soluciones
apetitivas (Stefurak y Van der Kooy, 1994), la interaccién social/sexual (Tzschentke,
1998) o con la Estimulacién Eléctrica Intracerebral (Simoén ef al., 2007). De hecho,
este modelo se ha utilizado, sobre todo, para estudiar las consecuencias afectivas de
la mayorfa de la drogas de abuso (Bechara ez a/., 1993; Calcagnetti y Schechter, 1994,
Maldonado e# al., 1997; Bardo y Bevins, 2000; Zarrindast e# al., 2002a, b; Duarte ¢f al.,
2003; Frances ef al., 2004a, b; Le Foll y Goldberg, 2005a, b y ¢). Este procedimiento
permite estudiar también las propiedades motivacionales aversivas de las drogas de
abuso (por ejemplo, el Sindrome de Retirada tras la administracién cronica de
morfina) y otros tratamientos (por ejemplo, LiCl), cuyos efectos no se pueden
estudiar mediante modelos de auto-administracion (Spanagel ez a/., 1992; Shippenberg
y Elmer, 1998). Es el denominado Condicionamiento Aversivo hacia un Lugar

(CAL).

El Condicionamiento hacia un Lugar esta considerado tedricamente como una
modalidad de Condicionamiento Clasico (C.C.), en el que las consecuencias
motivacionales de un producto (aversivo/apetitivo) son asociadas con determinados
estimulos del lugar. Asi, después de algunos ensayos de asociacion, entre el producto
(Estimulo Incondicionado, EI) y los estimulos neutros (Estimulo Condicionado,
EC), un sujeto permanecerda menos/mas tiempo en presencia del EC que en
presencia de otros estimulos que no han sido asociados con el EI (Le Foll y

Goldberg, 2005a, b, c; Holahan, 2005).
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Por otra parte, aunque la modalidad Concurrente (a Corto Plazo) y Secuencial (a
Largo Plazo) fue desarrollada dentro del Aprendizaje Aversivo Gustativo (AAVG)
(Arnedo et al, 1990, 1991; Gallo et al, 1992; Agtero ef al., 1993a, b; Agtiero et al.,
1997; Mediavilla ez al, 1998, 1999, 2001, 2005), esta distincion también puede
establecerse utilizando el modelo del Condicionamiento hacia un Lugar (Simén e7 af,
2007). La modalidad Secuencial asociarfa, en dias alternos, cada compartimento a
unas consecuencias (aversivas/apetitivas). Por su parte, el procedimiento
Concurrente permitirfa acceder al animal a los dos entornos estimulares del laberinto
(en cada sesion), pero sélo en uno de ellos los animales recibirfan el tratamiento

pertinente (Simén ez al., 2007).

En el Condicionamiento Concurrente hacia un Lugar (a Corto Plazo) llevado a
cabo en la presente Tesis Doctoral el animal deambula libremente por el laberinto
pero solo recibe Estimulacion Eléctrica en una de las zonas (Vezina y Stewart, 1987).
El animal puede dirigirse libremente hacia la zona donde recibe estimulacién o
escapar de ella, asociando asf las consecuencias de la estimulacién o su ausencia con

unos determinados estimulos del entorno (Tzschentke, 1998).

3.2. MECANISMOS NEUROBIOLOGICOS IMPLICADOS EN
LA ADQUISICION DEL CONDICIONAMIENTO HACIA UN
LUGAR.

3.2.1. EL SISTEMA DE RECOMPENSA CEREBRAL.

El estudio de los mecanismos cerebrales de recompensa se inicia a partir del
descubrimiento de James Olds y Peter Milner (1954) del fenémeno de la Auto-
Estimulacion — Eléctrica  Intracerebral (AEEIC). Los animales aprenden
comportamientos instrumentales que les permiten auto-administrarse corrientes

eléctricas en determinadas regiones cerebrales (Olds y Milner, 1954; Milner, 1989).

A lo largo de los afos se han identificado numerosas regiones cerebrales
asociadas a este Sistema de Recompensa (Figura 0.10) y que se localizan
principalmente, aunque no exclusivamente, en torno al Haz Prosencefalico Medial.
Este conjunto de fibras, de diferente longitud, origen y destino (Nieuwenhuys e a/.,
1982; Veening ez al., 1982), esta orientado al parecer en direccién rostro-caudal (via
descendente), extendiéndose desde el Prosencéfalo hasta el Tronco Cerebral, donde
los umbrales de auto-estimulaciéon son especialmente bajos y las tasas de respuesta
mas altas (Routtenberg, 1976; Olds y Fobes, 1981; Wise y Rompré, 1989; Milner,

1989; Yeomans, 1990; Gallistel ez al, 1996; Arvanitogiannis et al, 1997,
57



Arvanitogiannis e al., 2000; Flores ez al., 1997; Panagis ez al., 1997; Konkle ez al., 1999;
Nakahara ez al, 2001). Asi, se han identificado regiones troncoencefalicas, tan
caudales como el Nucleo del Tracto Solitario, Médula Dorsolateral, Nucleo Motor
del Trigémino y Nucleos Cerebelosos Internos, todos ellos capaces de sustentar esta

conducta de AEEIC (Wise y Rompré, 1989; Kandel ez 4/, 2000) (Figura 0.10).
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Figura 0.10. Principales puntos de Auto-Estimulacion Eléctrica Intra-Cerebral en el encéfalo de la
rata (Adaptado de Phillips y Fibiger, 1989).

Inicialmente se pensaba que la mayorfa de las zonas cerebrales que sustentan la
AEEIC estaban integradas, de un modo u otro, por las fibras del Haz Prosencefalico
Medial, asumiendo asi la existencia de un sistema neural general que habitualmente
serfa activado por las recompensas de indole natural y seria responsable del refuerzo

de los distintos comportamientos (Phillips, 1984). Sin embargo, algunos estudios
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empleando, por ejemplo, pulsos dobles de corriente, técnicas de colisiéon de impulsos
nerviosos, ha disociado entre el Sistema Mesocorticolimbico y el Haz Prosencefalico
Medial, considerando a ambos sistemas independientes, entre otros casos, con
respecto a la velocidad de conduccién de la informacion nerviosa (lenta vs. rapida,
respectivamente), asi como en la direcciéon de éstos (ascendente vs. descendente,
respectivamente) (Wise y Rompré, 1989; Bielajew y Shizgal, 19806; Gallistel ef 4/,
1996; Wise, 1996, 1998; 2000). Mas aun, muchos otros estudios con técnicas lesivas
(Valenstein y Campbell, 1966; Clavier y Fibiger, 1977; Phillips y Fibiger, 1978;
Phillips y LePiane, 1982) y farmacolégicas (Phillips y Fibiger, 1973; Phillips 7 al.,
1975; Van der Kooy ¢ al., 1978; Franklin y Robertson, 1980; Franklin y Vaccarino,
1983; Hand y Franklin, 1983; Jenkins e /., 1983) han observado que tras bloquear el
Haz Prosencefalico Medial la AEEIC sigue siendo posible en otras estructuras

cerebrales, descartando asi la existencia de un unico sistema de recompensa cerebral.

3.2.1.1. Implicacion del Sistema Dopaminérgico en los
Procesos de Recompensa Cerebral.

El Sistema Dopaminérgico Mesocorticolimbico de refuerzo, orientado en
direccién caudal-rostral (via ascendente), proyecta desde el Area Tegmental Ventral
hacia diversas estructuras rostrales, entre ellas, el Nucleo Accumbens, el Area Septal,

el Tubérculo Olfatorio, la Corteza Prefrontal y la Amigdala (Figura 0.11).

oy Amigdala
Piriforme

Figura 0.11: Sistema Dopaminérgico Mesocorticolimbico. Abreviaturas: A8, A9 y Al0, grupos de
células dopaminérgicas A8, A9 y Al10; Cx, Cortex; VS, Estriado Ventral; DS, Estriado dorsal; PFC,
Cortex Prefrontal (Adaptado de Robbins y Everitt, 2002).
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Este Sistema Mesocorticolimbico ha sido considerado también como probable
sustrato de los efectos recompensantes de los reforzadores naturales (Robbins ez a.,
1989; Martel y Fantino, 1996), de las drogas de abuso (Di Chiara e Imperato, 1988;
Koob, 1992; Fernandez-Espejo, 2002), asi como de los efectos recompensantes de la

Estimulacion Eléctrica Intracerebral (Garris ef al, 1999; Phillips ez al., 2003).

No obstante, algunos estudios, utilizando técnicas lesivas del Sistema
Dopaminérgico (Phillips y LePiane, 1982; Wise y Rompré, 1989; Yeomans, 1990), asi
como otros, con técnicas de inmunohistoquimica ¢-fos (Hunt y McGregor, 1998), han
constatado un relativo solapamiento entre las células activadas por AEEIC y las que
utilizan Dopamina como neurotransmisor. Asi, existen estudios que sugieren que las
interacciones dopaminérgicas con neuronas del Nucleo Accumbens no parecen
necesarias para la accion reforzante de algunas drogas (Wise, 1998, 2000; Spanagel y
Weiss, 1999), concluyendo asi que la liberacion de Dopamina en el Nucleo
Accumbens puede no ser el mecanismo final comun para todos los reforzadores
(Spanagel y Weiss, 1999; Wise, 2000). Mas aun, estudios con animales manipulados
genéticamente (carentes de Dopamina) han mostrado que la ausencia de este
neurotransmisor en el Nucleo Accumbens no reducfa las reacciones afectivas
positivas asociadas con un sabor (Cannon y Palmiter, 2003, Cannon et al., 2004), con
lo cual concluyen que la Dopamina no es una condicién imprescindible para inducir
recompensa. En otras palabras, la Dopamina, si bien es un neurotransmisor
implicado, podria no ser el unico responsable en la codificaciéon de informacion
relacionada con refuerzo (Spanagel e al, 1992; Yeomans et al, 1993; Yeomans y

Baptista, 1997; Rada ez a/., 2000; Cannon y Palmiter, 2003, Cannon et al., 2004).

3.2.1.2. Interaccion entre el Sistema Dopaminérgico y el
Sistema Opiaceo en los Procesos de Recompensa Cerebral.

En cualquier caso, muchos de los efectos opiaceos observados parecen implicar
al Sistema Dopaminérgico tanto anatémica como funcionalmente (Stellar y Corbett,
1989) y, asi, se han constatado interacciones entre ellos en estructuras cerebrales del
Sistema Mesocorticolimbico, particularmente en el Area Tegmental Ventral, el
Nucleo Accumbens y la Amigdala (Koob y Bloom, 1988; Di Chiara y North, 1992;
Koob et al., 1993; Noel y Wise, 1995; Burkey ef al., 1996; Maldonado ez al, 1997,
Olmstead y Franklin, 1997a, b; Shippenberg y Elmer, 1998; Tassin, 1998; Hyman,
1999; Koob, 1999; Manzanedo ez al, 2001a; Naranjo et al., 2001). Por ello, se ha

sugerido que los opiaceos pueden ejercer sus efectos reforzantes tanto directa como
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independientemente de la Via Mesocorticolimbica (Spanagel ez al., 1992; Wise, 2000;
Bielajew ez al., 2003).

Concretamente se ha propuesto que la acciéon central de los opiaceos puede
llevarse a cabo de dos maneras: desinhibiendo a las neuronas dopaminérgicas del
Area Tegmental Ventral, lo cual darfa como resultado la liberacién de Dopamina, por
ejemplo, en el Nucleo Accumbens (Wise, 1989; Wise y Bozarth, 1987), o a través
también del Nucleo Accumbens, independientemente de la liberaciéon de Dopamina
en esta zona (Koob y Bloom, 1988; Di Chiara y North, 1992; Koob, 1999; Tassin,
1998; Shippenberg y Elmer, 1998; Hyman, 1999).

De acuerdo con estas propuestas se ha sugerido que los sistemas dopaminérgicos
podrian estar implicados, de algin modo, en el CPL inducido por morfina
(Rodriguez de Fonseca ef al., 1995; Tzschentke, 1998), ya que tanto las lesiones en el
Ntcleo Accumbens, como la infusién de la neurotoxina 6-OHDA en dicho ntcleo,
reduce el CPL inducido por la administracion sistémica de morfina y heroina (Spyraki
et al., 1983; Kelsey ez al., 1989). Por otro lado, inyecciones sistémicas de antagonistas
dopaminérgicos (Haloperidol) o a través de neurotoxinas (6-OHDA) se bloquea el
CPL inducido a través de inyecciones opiaceas directamente en el VIT'A (Phillips y
LePiane, 1980, 1982), e igual sucede en el caso de la auto-administracion de opiaceos
administrados directamente en el VI'A (Bozarth y Wise, 1981). Mas aun, se ha
observado que las propiedades reforzantes de la morfina pueden ser inhibidas en
animales tratados con antagonistas dopaminérgicos (Manzanedo e# al, 2001a), con
inhibidores de la liberacién de Dopamina (Manzanedo e# a/., 2001b), o con roedores
transgénicos que carecen de receptores dopaminérgicos (Maldonado e# al, 1997).
Estos efectos recompensantes de los opiaceos se pueden lograr a través del propio
Nucleo Accumbens (Koob y Bloom, 1988), ya que los animales pueden auto-
administrarse morfina directamente en dicho nuicleo (Olds, 1982), mientras que la
administraciéon de un antagonista opidceo, directamente en dicho nucleo, altera la

auto-administracion sistémica de heroina (Vaccarino e# al., 1985).

Por otra parte, existen otros datos que apoyan la actividad moduladora
dopaminérgica facilitando el refuerzo (Schaeffer e al., 1994; Hobbs ef al., 1994; Carr y
Papadouka, 1994; Carr y Kutchukhidze, 2000) y en la adquisicién y expresion del
CPL inducido por opiaceos (Carr y White, 1983, 1986; Wise, 1987; Rodriguez de
Fonseca ef al., 1995; Olmstead y Franklin, 1997a, b; Rezayof ¢# al., 2002). Asi, el CPL

inducido por comida puede ser bloqueado tras la administracién de antagonistas
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tanto dopaminérgicos como opiaceos (Agmo ef al, 1995). Igualmente, la preferencia
por los estimulos asociados con la administraciéon de algunos agonistas opiaceos
(Mucha ez al, 1982; Shippenberg et al, 1987; Olmstead y Franklin, 1997a, b;
Schechter y Calcagnetti, 1998; Contarino ez al., 1999; Spiteri e al., 2000; Manzanedo ez
al., 2001a) puede ser bloqueada igualmente mediante la administraciéon de distintos
antagonistas dopaminérgicos (Acquas y Di Chiara, 1992; Rodriguez de Fonseca ez a/,
1995).

Finalmente, estudios con microdialisis /#z viwvo muestran una reduccidon en los
niveles extracelulares de Dopamina en el Nucleo Accumbens durante el Sindrome de
Retirada Opiacea precipitada por antagonistas opiaceos (Acquas e al., 1991; Crippens
y Robinson, 1994; Rossetti e al, 1992; Shaham er al, 1996). De hecho, la
administraciéon de agonistas dopaminérgicos D2 eliminan las caracteristicas sefiales
somaticas de retirada opidcea, mientras que los antagonistas de estos receptores

desencadenan estos mismos sintomas fisicos (Harris y Aston-Jones, 1994).

3.2.1.3. Implicacion del Sistema Opiaceo en los Procesos de
Recompensa Cerebral.

De todos modos el Sistema Opidceo puede ejercer sus efectos motivacionales
independientemente de la via ATV-NAcc ya que lesiones localizadas en el Estriado
Ventral si bien reducen la eficacia reforzante de los opiaceos auto-administrados por
via intra-venosa, no la eliminan (Zito et al, 1985). De hecho, los animales pueden
mantener conductas de auto-administracién opiacea en la region CA3 del

Hipocampo y en el Hipotalamo Lateral (Stevens ez a/, 1991; Self y Nestler, 1995).

Como regla general parece bien establecido, tanto en el modelo de AEEIC como
de CPL, que los agonistas opiaceos (por ejemplo, B-Funaltrexamina, B-FNA) actian

como recompensantes de la conducta, mientras que los antagonistas opiaceos (por
ejemplo, Naloxona) suelen tener efectos contrarios (Stolerman, 1985). No obstante,
un examen mas pormenorizado de los agonistas opidceos permite diferenciar entre
sus distintos tipos de receptores. Asi, por ejemplo, los agonistas opidceos 1L y O
incrementan la liberacién de Dopamina en la Via Mesocorticolimbica y producen
efectos recompensantes y preferencias hacia los estimulos a ellos asociados (Mucha ez
al., 1982; Shippenberg et al, 1987, Olmstead y Franklin, 1997a, b; Schechter y
Calcagnetti, 1998; Contarino e al., 1999; Spitieti e/ al., 2000; Manzanedo ef al., 2001a).

Por su parte, los agonistas opiaceos K, sin embargo, producen un descenso en la
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liberaciéon de Dopamina y producen aversion hacia los estimulos asociados con su

administracion (Iwamoto, 1986; Mansour ef al., 1995a, b).

Mayor controversia existe con respecto a los antagonistas opiaceos en estudios de
estimulacion cerebral recompensante (Bielajew ez a4/, 2003), como estudios que
muestran un descenso significativo en la conducta de AEEIC en algunos casos (Stein
y Belluzzi, 1978; Schaefer y Michael, 1981, 1985, 1988; Schaefer, 1988; Trujillo ef 4/,
1989a, b; Bielajew ez al, 2003; Easterling y Holtzman, 2004), mientras que otros
experimentos no han observado dicha supresion (Espésito ef al., 1980, 1981; Perry ef

al., 1981; Freedman y Pangborn, 1984; Trujillo e a/., 1989a, b; Simén ez al., 2011).

En una serie de experimentos llevada a cabo por este y otros laboratorios se
muestra que la administraciéon de antagonistas opiaceos bloquea el CPL inducido por
la Estimulacion Eléctrica del PBle (Simén ez al, 2007), por comida (Agmo et al.,
1995), asi como por morfina (Mucha ez al, 1982; Del Pozo et al., 1996; Shippemberg
y Elmer, 1998; Manzanedo et al, 2001b), reduciendo, ademas, la preferencia por
soluciones apetitivas (como la Sacarosa) (Le Magnen ez a/, 1980; Levine ez al., 1982;

Shide y Blass, 1991; Le Magnen, 1992; Agmo et al., 1995).

Sin embargo, no puede olvidarse que los antagonistas opiaceos pueden inducir
Condicionamiento Aversivo hacia un Lugar (CAL) (Mucha ez al,, 1982; Stinus ¢ al.,
1990; Maldonado ez al, 1992; Del Pozo et al., 1996; Shippemberg y Elmer, 1998;
Manzanedo e al., 2001b). También precipitan el Sindrome de Abstinencia que se
produce con la administracién crénica de las drogas de abuso (por ejemplo, morfina,
cocaina, etc.) y que provoca el desarrollo de dependencia fisica asi como la aparicién
de sintomas somaticos (por ejemplo, temblores) y motivacionales (por ejemplo,
CAL) (Stinus e# al., 1990; Maldonado ez al., 1992; Higgins y Sellers, 1994; Gracy ef al.,
2001; Le Guen ef 4/, 2001, 2003; Veinante ¢ 4/, 2003; Frenois ez al., 2002; Watanabe
et al., 2002a, b).

Mas especificamente, utilizando antagonistas opiaceos selectivos para los
receptores W (B-Funaltrexamina, BENA) (Ward e a/, 1982; Hayes et al., 1986), 0
(Naltrindol, NTI) (Drower et al, 1991; Verborgh y Meert, 1999; Stevenson e/ al.,
2000) y ¥ (Nor-binaltorfimina, BNI) (Takemori y Portoghese, 1987) se ha puesto de
manifiesto la principal implicacién de los receptores U en los cambios conductuales
tipicos del Sindrome de Retirada en animales morfino-dependientes (Le Guen e a/,

2003). Esta primacia de los receptores p en el Sindrome de Retirada de morfina viene
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apoyada ademas por estudios que utilizan roedores transgénicos, en los que se ha

comprobado que sélo aquellos animales que carecian de los receptores opiaceos | no

desarrollaban dicho sindrome (Sora ez a/., 2001; Kieffer y Gavériaux-Ruff, 2002)

3.2.2. BASES NEURALES DEL CONDICIONAMIENTO HACIA
UN LUGAR.

3.2.2.1. Implicacion del Complejo Parabraquial en el
Condicionamiento de Preferencias/Aversiones hacia un
Lugar.

Mientras que, por una parte, lesiones totales de la region Parabraquial no logran
bloquear el Condicionamiento de Aversiones hacia un Lugar (CAL) inducido con
LiCl (Reilly ez al., 1993), otros estudios demuestran que lesiones mas especificas de la
zona Parabraquial lateral bloquean el CAL, esto es, interrumpen el procesamiento de
las propiedades motivacionales-aversivas de la morfina producidas tras la

administracion intragastrica de esta droga de abuso (Bechara ez a/, 1993).

Por su parte, la Estimulacion Eléctrica del PBle induce Condicionamiento
Concurrente de Preferencias (CPL) o Aversiones (CAL) hacia el Lugar con el que se
asocia. Estos efectos recompensantes son bloqueados mediante la administracion de

Naloxona (Simén ez al., 2007).

La Naloxona, aunque es un antagonista opiaceo no selectivo, ejerce sus efectos
aversivos a través de los receptores opiaceos W principalmente (Skoubis ez a/, 2001),
lo cual permite suponer que la acciéon inhibitoria de la accién reforzante de la
Estimulacion Eléctrica del PBle pueda producirse través de dichos receptores (Simén
et al., 2007), tan abundantes, por otra parte, en este subnucleo (Mansour e# a/., 1995a,
b) que esta densamente inervado por vias extrinseca y neuronas intrinsecas opiaceas
(Finley e# al., 1981; Fallon y Leslie, 1986; Standaert ez a/, 1986; Moga et al., 1990;
Wolinsky ez al., 1996; Gutstein ez al., 1998; Chamberlin ez /., 1999; Martin-Schild ez al.,

1999). También existe en esta regién una alta densidad de receptores opiaceos Y, & y

k (Atweh y Kuhar, 1977; Lynch e al, 1985; Sales e# al., 1985; Mansour ez al., 1988,
1995b; Ding e# al., 1996; Chamberlin ez al., 1999) que en el caso de los primeros se

localizan mayoritariamente en los nicleos PBle, PBI central y PBm. Por su parte, los
receptores tipo & y k han sido localizados mayoritariamente tanto en la zona PBI
dorsal como en PBI ventral (Lynch ez al, 1985; Mansour ez al., 1988, 1995b; Ding ez

al., 1996). Estos receptores opiaceos W del area PBI han sido implicados en algunos
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de los efectos relacionados con la modificacion del valor heddnico de los estimulos

gustativos (Carr e al., 1991; Moufid-Bellancourt ez al., 1996; Wilson ef al., 2003).

De acuerdo con la propuesta (mencionada mas arriba) que sugiere que las
diferentes modalidades recompensantes (esto es, alimentacion, sustancias de abuso,
estimulacién eléctrica, etc.) pudieran utilizar un sustrato neurobiolégico comun
(Berman e7 al, 1994; Wolinsky et al, 1996; Fernandez-Espejo, 2002; Kelley y
Berridge, 2002), se ha observado a través de diversos estudios inmunohistoquimicos
(¢fos) una marcada activacion del PBle, junto a otros muchos nucleos cerebrales
ciertamente, tras la administracion de distintas drogas de abuso (por ejemplo,
cocaina, morfina y anfetaminas), pero también de sustancias nutritivas (por ejemplo,
glucosa y lactosa), que pueden actuar como reforzadores (Sakai y Yamamoto, 1997,

Yamamoto y Sawa, 2000a).

Asi y al igual que el Condicionamiento Concurrente hacia un Lugar llevado a
cabo por este laboratorio (Simén et al, 2007) e inducido mediante Estimulacién
Eléctrica del PBle, otros estudios han obtenido resultados similares, aunque ahora
utilizando reforzadores naturales (Arnould y Agmo, 1999). Este hecho sugiere que la
Estimulacion Eléctrica del PBle puede haber reproducido artificialmente un efecto
(Simén et al., 2007), que en otras circunstancias evoca las drogas de abuso o los

reforzadores naturales (Kelley y Berridge, 2002).

3.2.2.2. Implicacion de la Amigdala en el Condicionamiento
de Preferencias/Aversiones hacia un Lugar.

Se ha comprobado repetidamente que las lesiones de la Amigdala bloquean el
Condicionamiento de Preferencia hacia un Lugar (CPL) inducido mediante
reforzadores naturales (por ejemplo, comida) y drogas de abuso (por ejemplo,
cocaina) (Everitt ¢f al., 1991; Hiroi y White, 1991; McDonald y White, 1993; White y
McDonald, 1993; Mclntyre ef al., 1998; Zarrindast ez al., 2002b; Everitt ef al., 2003;
McDonald y Hong, 2004). Este aprendizaje ha sido considerado como un ejemplo de
Reforzamiento Condicionado (Estimulo-Refuerzo, E-Rf) (White y McDonald, 2002),
una interpretacién compatible con los estudios que relacionan a la Amigdala con el
Condicionamiento Pavloviano (LeDoux ez al, 1990; Davis, 1992) y el Reforzamiento

Condicionado (Jones y Mishkin, 1972; Everitt y Robbins, 2000; Everitt e/ a/., 2003).

Dos subnucleos amigdalinos (BLA y CeA) han sido especialmente examinados en

relaciéon con el Sistema Dopaminérgico Mesocorticolimbico y la motivacién de
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incentivo (Phillips e# a/., 2003). Cada uno de estos dos subnicleos amigdalinos podria
desempefiar funciones particulares en la motivaciéon apetitiva y aversiva (Killcross ez
al., 1997; Kruzich y See, 2001). En palabras de Killcross y asociados (1997), “el BLA
formarfa parte del sistema responsable de comportamientos de elecciéon voluntaria o
instrumental basados en eventos emocionales, mientras que el CeA estarfa implicado,
mas claramente, en respuestas condicionadas pavlovianas automaticas evocadas por

estimulos motivacionalmente destacados (salientes)”.

Sin embargo, alternativamente LeDoux y asociados han propuesto un
procesamiento serial, en el cual la informacion transcurrirfa desde el subnucleo
amigdalino Lateral (ILa) hasta el CeA (Pascoe y Kapp, 1987; Sananes y Davis, 1992;
LeDoux, 2000; Amorapanth ef al., 2000).

En cualquier caso, todos estos autores explican las lesiones de la Amigdala en
cuanto estructura que forma parte del Sistema Dopaminérgico Mesocorticolimbico y
relacionada por tanto con los sistemas cerebrales que procesan las propiedades
recompensantes de las drogas de abuso (Koob, 1992; Fernandez-Espejo, 2002), de
los reforzadores naturales (Robbins ef @/, 1989; Martel y Fantino, 1996) y de los
efectos recompensantes de la Estimulacion Eléctrica Intracerebral (Garris ez al., 1999;

Phillips ez al., 2003).

La relacién de la Amigdala con el Sistema Dopaminérgico es relevante desde la
perspectiva de sus caracteristicas anatémicas y funcionales (Phillips ez 4/, 2003) y en
este sentido ha sido relacionada con la conducta alimenticia (King 7 a/., 1994; King ez
al., 1996; Nishijo ez al., 2000), sexual (Kling y Brothers, 1992) o la modulacién del

aprendizaje asociativo sensorial (Wilensky ez a/., 2000).

En este contexto, algunos autores han destacado especificamente al subnucleo
central amigdalino (CeA) como sustrato relevante del Reforzamiento Condicionado
(E-Rf) y particularmente a sus conexiones con el Area Tegmental Ventral y el Niicleo
Accumbens a las que han considerado las responsables de los efectos reforzantes de
algunas drogas adictivas (D1 Chiara y North, 1992; Koob ez a/., 1993, 1998; Naranjo ez
al., 2001; Georges y Aston-Jones, 2002; Hasue y Shammah-TLaguado, 2002; Baxter y
Murray, 2002; Gottfried e# al, 2003; Phillips e al., 2003; See et al., 2003). Asi, se ha
puesto de manifiesto que algunos de los subnucleos amigdalinos, incluido el CeA,
pueden sustentar la Estimulacién Eléctrica recompensante (Kane ef a/, 1991; Panagis

¢t al., 1995; Touzani y Velley, 1998).
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Mas aun, se ha demostrado que la Estimulacion Eléctrica de las principales zonas
cerebrales de refuerzo (incluido el Hipotalamo Lateral) suelen estar asociada con
incrementos en la actividad celular de diversos subnucleos amigdalinos, entre ellos, el
CeA (Arvanitogiannis ez al, 1996; Hunt y McGregor, 1998; Touzani y Velley, 1998;
Nakahara ez al., 1999).

Algunos autores han implicado también a la Amigdala en las propiedades
reforzantes de los opidceos, en los procesos de adquisicion y expresion del CPL
inducido por morfina (Zarrindast ez al., 2002b) y, particularmente al CeA, tanto en la
accion endégena (Zhu y Pan, 2004, 2005) como exégena (Criado y Morales, 2000) de

los opiaceos.

Particularmente, la regién Central de la Amigdala ha sido relacionada con el
Sindrome de Abstinencia Opiacea (Calvino ez al., 1979; Rassnick ez al., 1993; Stornetta
et al., 1993; Gracy et al, 2001; Le Guen ef al, 2001, 2003; Frenois et al., 2002;
Zarrindast ef al., 2002b; Veinante ez al., 2003; Nakagawa e al, 2005). Esta divisién
central incluye a los subnucleos CeA vy la parte lateral del Nucleo Lecho de la Estria
Terminalis (NLET]) (Alheid e @/, 1995) y ha sido considerada como el sustrato
neural responsable de los sintomas motores y motivacionales del Sindrome de
Abstinencia (Calvino ez al., 1979; Aston- Jones ez al., 1999; Delfs et al., 2000; Gracy et
al., 2001; Frenois et al., 2002; Watanabe e/ al., 2002; Veinante et al., 2003).

Asi, la Amigdala, y concretamente el CeA, podria ser también uno de los
componentes criticos implicados en la relacion entre la informaciéon aversiva
(incluyendo la abstinencia de morfina) con las emociones de indole negativa (Bernard
y Besson, 1990; Turner y Herkenham, 1991; Bernard ez a/, 1993; McDonald y
Mascagni, 1996). Estas conclusiones se ven apoyadas (en estudios de ¢fos) por la
activaciéon que se produce en esta region tras la administracion de una gran variedad
de estimulos de caracter aversivo (por ejemplo, LiCl o NaCl) (Swank, 1999; Michl ez
al., 2001; Frenois et al., 2002; Nakagawa ez al., 2003).

Mas aun, se ha observado que el tratamiento con antagonistas opiiceos
incrementa especificamente la expresion de ¢fos en diversas estructuras cerebrales
relacionadas con la dependencia de los narcéticos, y entre ellas, la Amigdala, y mas
concretamente, el CeA (Higgins y Sellers, 1994; Carr et al, 1999; Gestreau e/ al., 2000
Gracy et al., 2001; LeGuen ef al., 2001, 2003; Frenois ez al, 2002; Nakagawa e al.,
2005b). Asimismo, se ha comprobado que las lesiones especificas del CeA (Kelsey y
Arnold, 1994; Watanabe e¢f al., 2002b; Nakagawa et al., 2005b) o microinyecciones de

67



antagonistas de los receptores P-adrenérgicos en este subnucleo (Watanabe e al,

2003), atenvan el CAL inducido por retirada de morfina.

Sin embargo, si bien los receptores opiaceos estan habitualmente muy
representados en las areas cerebrales relacionadas con los circuitos de la adiccion y
entre ellas la Amigdala (Mansour e al., 1995a, b; Cheng et al., 1996; Ding et al., 1996;
Guan ¢ al, 1997, Chamberlin e al, 1999), no ocurre lo mismo con respecto al
subnuicleo CeA (Paden ef al, 1987, Mansour e/ al., 1995a, b; Ding ef al., 1996). Esta
baja correlacion entre la densidad de receptores en el CeA y la marcada expresion de
¢~fos inducida por el Sindrome de Abstinencia, precipitado por antagonistas opidceos,
podria ser debida al bloqueo del control ténico inhibitorio opiaceo ejercido sobre el

CeA por estructuras que si poseen dichos receptores (Le Guen ez a/., 2001, 2003).

Al parecer los receptores opiaceos solo se encontrarfan funcionalmente en las
terminales presinapticas glutamatérgicas de las neuronas del CeA, cuya funcion seria

limitar la liberacion excesiva de Glutamato en esta zona (Zhu y Pan, 2004, 2005).
4. HIPOTESIS DE TRABAJO.

Relacionado con lo expuesto en los parrafos anteriores de esta Introduccion, el
objetivo de la presente Tesis Doctoral ha consistido en examinar la implicaciéon del
PBle y del CeA, dos componentes fundamentales del eje vagal-cerebral, en los

procesos adquisitivos y nutritivos a Corto Plazo.

Resultados previos habian demostrado que el PBle es esencial en el Aprendizaje
Gustativo (apetitivo y aversivo) de tipo Concurrente (Mediavilla ef al., 2000; Zafra ez
al., 2002; Simén ef al., 2007). Teniendo en cuenta las conexiones viscero-gustativas
existentes entre este subnucleo pontino y el CeA (Saper y Lowey, 1980; Moga 7 al.,
1990; Yamamoto et al., 1992; Bernard ez al, 1993; Jia et al., 1994), cabria esperar que
este ultimo participaria también en el procesamiento de la informacién apetitiva y/o
aversiva, esto es, que las lesiones del CeA bloquearian hipotéticamente el AAvVG

Concurrente.

En su caso, este experimento podtria aportar alternativas a la controversia
existente sobre la implicaciéon de los distintos subnuicleos amigdalinos en esta

modalidad de aprendizaje (Lamprecht y Dudai, 2000).

68



Esta propuesta asume que en el CeA se debe producir una convergencia viscero-
gustativa y, a través de un analisis inmunohistoquimico ¢fos, se pretende confirmar
que la controvertida accién visceral resultante de la administracion intragastrica de
NaCl hipertonico (utilizado en el protocolo del AAvG Concurrente) es procesada a
través del CeA y no por otros subnuicleos amigdalinos (por ejemplo, el BLA) tal y

como indican otros autores (Michl ez al., 2001 vs. Gu ez al., 1993).

En el AAvG la relevancia y capacidad sustitutoria/compensatoria de la
informacién olfatoria no siempre ha sido tenida en cuenta. Asi, se podria anticipar
que los animales Bulbectomizados (andsmicos) y con lesiones del CeA con
incapacidad para integrar las claves aversivo-gusto-olfato-afectivas tendrfan dificultad
para adquirir esta modalidad de Aprendizaje Interoceptivo Concurrente (a Corto

Plazo), algo que no sucederia en sus correspondientes controles.

Por otra parte, mientras que las lesiones de estructuras amigdalinas deberfan
generar importantes déficits en el establecimiento de las asociaciones viscero-
sensoriales, la activaciéon del CeA mediante Estimulacion Eléctrica Intracerebral, por
el contrario, deberfa inducir conductas de indole recompensante o aversiva, al igual
que sucede con la Estimulaciéon Eléctrica del PBle que induce preferencias o
aversiones que pueden ser asociadas a los estimulos del entorno asociados a dicha
estimulaciéon (Simén ef al, 2007; Hurtado, Tesis Doctoral, 2011). Sin embargo,
teniendo en cuenta las diferentes caracteristicas neuroquimicas (opiaceas) del PBle y
el CeA, serfa previsible que si bien los efectos apetitivos o aversivos inducidos por la
Estimulaciéon Eléctrica del PBle pueden ser bloqueados mediante la administracién
de un antagonista opiaceo (Naloxona) (Simon ef al., 2007; Hurtado, Tesis Doctoral,
2011), es probable que los efectos recompensantes o aversivos (en tareas de
Condicionamiento hacia un Lugar) inducidos en el CeA no estén mediados por este

sistema neuroquimico.

Esta Tesis Doctoral estudiara también la relevancia del eje Vagal-PBle-CeA en los
procesos nutritivos a Corto Plazo. En este sentido, numerosas investigaciones han
demostrado la esencial relevancia del Nervio Vago en la ingesta de alimentos a Corto
Plazo (Snowdon, 1970; Motdes ef al., 1979; Gonzalez y Deutsch, 1981; Smith e a/,
1981; Davis e al., 1994; Phillips y Powley, 1998; Furness e al., 2001; Date ez al., 2002;
Zafra et al., 2003, 2004). Tanto el PBle como la Amigdala pertenecen a ese eje
anatéomico y parecen actuar como diana cerebral de las aferencias viscero-sensoriales

(Hermann y Rogers, 1985; Baird ez a/., 2001a, b; Karimnamazi e al., 2002). Ahora, en
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la presente investigacion se examinara la implicacién especifica de cada uno de los
componentes del eje Vagal-PBle-CeA en los procesos de Saciacion. De esta manera,
se podria anticipar que las lesiones tanto del Vago (animales Capsaicinados), como
del PBle o del CeA (concretamente del Cel)) deberian producir comportamientos
hiperfagicos al formar parte del mismo eje neuroanatémico implicado en la

Saciacion.

Asimismo, se examinara la implicaciéon del PBle en los procesos de Saciacion y re-
ingesta llevados a cabo después de las extracciones parciales de contenidos gastricos
en animales previamente alimentados. Teniendo en cuenta las caracteristicas
funcionales del Nervio Vago y sus proyecciones, en este experimento se podria
hipotetizar que las lesiones del PBle deberfan deteriorar la normal ingesta
compensatoria, esto es, la re-ingesta que previsiblemente provoca la extracciéon de

nutrientes desde el estémago (Snowdon, 1970; Davis y Campbell, 1973).

También con respecto al estudio de las caracteristicas funcionales del eje Vagal-
PBle-CeA en los procesos nutritivos a Corto Plazo se examinara sus bases
neurobiolégicas y concretamente la implicacion del Sistema Opiaceo en dicho
proceso. Diversos autores han relacionado al Sistema Opiaceo con la modulacion de
la nutricién (Stapleton ef al., 1979; Kirkham y Blundell, 1986; Carr ¢f a/., 1991; Higgs y
Cooper, 1997; Glass ez al., 1999b; Zhang y Kelley, 2000; Richardson ef a/., 2005). Se
han identificado multiples receptores opiaceos en el PBle (Lynch e al, 1985;
Mansour ef al., 1988, 1995b; Ding ef al., 1996), mientras que su presencia en el CeA es
motivo de variadas interpretaciones (LeGuen e a/, 2001, 2003). En esta Tesis
Doctoral se examinara la implicaciéon de cada uno de estos nucleos cerebrales en
relacién con la accién anoréxica del antagonista opiaceo Naloxona (Lynch y Libby,
1983; Kirkham y Cooper, 1988a, b; Cleary ez al, 1996; Giraudo ez al., 1998; Yu et al.,
1999). De acuerdo con los datos anteriores, se considera que las lesiones del PBI (y
concretamente del PBle) o del CeA (concretamente del Cel)) debetrfan atenuar la
accion anoréxica de la Naloxona particularmente por el hecho de que estos dos
componentes del eje anatébmico estan implicados en los procesos de Saciacién

mediados por el Sistema Opiaceo.

Para finalizar, en la presente Tesis Doctoral se pretende llevar a cabo un estudio
farmacoldgico sobre la relevancia del Sistema Opiaceo en el AAvG Concurrente. En
este ambito existe una marcada controversia sobre la funcién de este sistema

neuroquimico en los procesos adquisitivos y retentivos (Yu e al., 1999; Azzara et al.,
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2000; Delameter ez al., 2000; Manzanedo e# al., 2001b; Frisina y Sclafani, 2002; Levine
et al., 2002; Baker et al., 2004).

Existen estudios neuroquimicos que sugieren que la administraciéon de Naloxona
reduce la activacion del PBle tras la inyecciéon de un producto nocivo (Buller e a/,
2005). En el contexto de esta Tesis Doctoral se podria hipotetizar que este
antagonista opiaceo deberfa interrumpir también la adquisicion del AAVG
Concurrente al inhibir un subnicleo pontino critico en esta modalidad de aprendizaje
(Mediavilla ez al., 2000; Simén ef al., 2007). Sin embargo, teniendo en cuenta que el
sustrato cerebral responsable del aprendizaje no siempre coincide con la region
anatoémica en la que la informacién se almacena (Lalonde y Botez, 1990; Lavond e#
al., 1993; Bloedel y Bracha, 1995; Mediavilla e a/., 2000), es probable que la Naloxona
no afecte a la memoria de los animales que previamente habfan desarrollado el

AAvG Concurrente.

Asimismo, dado que las dos modalidades de AAvG (Concurrente y Secuencial)
utilizan sistemas neurales funcional y neuroquimicamente diferentes (Arnedo ez 4/,
1990, 1991; Gallo ez al, 1992; Garcia, 1990; Agliero et al, 1993a, b; Agtero et al.,
1997; Mediavilla ez al, 1998, 1999, 2001, 2005) y que el Sistema Opiaceo esta
implicado en una modalidad de aprendizaje y no en la otra, se podria anticipar que la
administraciéon de Naloxona presumiblemente impida la adquisicién de la modalidad

Concurrente pero no afecte necesariamente a la modalidad Secuencial.

En resumen, esta serie experimental pretende unirse a los estudios que tienen por
objeto identificar y analizar funcional y farmacolégicamente los sistemas relacionados
con los procesos de refuerzo y aversion, tanto desde la perspectiva de los procesos
adquisitivos (aprendizaje viscero-cerebral) como desde planteamientos regulatorios

(procesos de Saciacion y Nutricion a Corto Plazo).
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ESTUDIOS EXPERIMENTALES
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CAPITULO I:

IMPLICACION DEL NUCLEO CENTRAL DE LA AMIGDALA
(CEA) EN EL APRENDIZAJE INTEROCEPTIVO CONCURRENTE
(A CORTO PLAZO) INDUCIDO MEDIANTE LA
ADMINISTRACION INTRAGASTRICA DE NACL
HIPERTONICO.
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Como se ha comentado en la introducciéon de la presente Tesis Doctoral, el
Aprendizaje Aversivo Gustativo (AAvG) consiste en una predisposicién biolégica
para asociar un alimento o estimulo gusto-olfatorio con estimulos nocivos,
generalmente de origen visceral (Lamprecht y Dudai, 2000). El estudio
neuroanatomico del AAvG ha sugerido que no existe un tnico “centro” del AAVG,
sino que hay una serie de nucleos relacionados en complejos circuitos de
interconexiéon que constituyen la base neuroanatémica y funcional del AAvG (Garcia
et al., 1968). Estos nucleos estan, posiblemente, especializados en el procesamiento
de aspectos concretos de este aprendizaje, repartiendo sus funciones con una doble

organizacion, paralela y jerarquica (Mediavilla e a/., 2001).

El estudio del trazado anatémico de las vias sensoriales aferentes gustativa,
olfatoria y visceral desvela numerosos puntos de convergencia anatomica (Ottersen,
1982; Fulwiler y Saper, 1984; Cechetto y Saper, 1987; Price, 1990) que podrian ser la
base de la convergencia funcional. Estos estudios neuroanatémicos han mostrado
que los centros de relevo troncoencefalicos de la informacion gustativa y visceral
(particularmente el Complejo Parabraquial) conectan con otros centros rostrales,
especialmente la Amigdala y la Corteza Insular Gustativa (CIG) (Saper y Lowey,
1980; Cechetto, 1987; Moga et al, 1990; Yamamoto ez al, 1992). Ademas, se ha
demostrado que la informacién olfatoria también tiene su relevo rostral en la
Amigdala (Powell ez al, 1965; Scalia y Winans, 1975; Ottersen, 1982; Price, 1990;
Martin, 1997), por lo que este centro limbico es un buen candidato como centro de
integracién fundamental en el AAvG, donde parecen converger todos los

componentes sensoriales necesarios (visceral, gustativo y olfatorio) para adquirir una

tarea de AAvG (Bures ¢ al., 1998; Lamprecht y Dudai, 2000).

Sin embargo, los estudios de lesion de la Amigdala dentro del paradigma del
AAvG muestran resultados contradictorios. Existen tres posiciones distintas:
mientras algunos autores han informado de haber interrumpido por completo la
adquisicion del AAvG (Nachman y Ashe, 1974; Aggleton e7 al., 1981; Yamamoto y
Fujimoto, 1991; Yamamoto, 1993; Yamamoto e# al., 1994; Schafe ez al, 1998; Sakai y
Yamamoto, 1999; Morris ¢t al, 1999), otros han obtenido efectos atenuadores
(Fitzgerald y Burton, 1983; Gallo ez a/, 1992) y un tercer grupo informa que dichas
lesiones no han generado efecto alguno (Lasiter, 1982; Lasiter y Glanzman, 1982;
Simbayi e al, 1986; Simbayi, 1987, Dunn y Everitt, 1988; Bermudez-Rattoni y
McGaugh, 1991; Schafe ez al., 1998).
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La gran variedad de datos inconsistentes acerca de la posible implicaciéon de la
Amigdala en el AAvG han situado a esta estructura telencefalica en una posicioén
ambigua con respecto a este proceso adquisitivo. Existen varias razones que pueden
explicar esta falta de consenso: a) posiblemente porque la extension del dano de los
distintos subnucleos individuales de la Amigdala es ocasionalmente un parametro
ignorado; b) se han utilizado gran variedad de protocolos de AAvVG; ¢) existe
también un gran espectro de sabores y de agentes que inducen malestar visceral; y d)
se han seguido diferentes métodos para estudiar el papel de la Amigdala en el AAVG
(Lamprecht y Dudai, 2000).

De esta manera, el objetivo del presente Capitulo sera intentar controlar todos
estos aspectos y analizar el papel concreto del CeA en una tarea de AAVG
Concurrente (a Corto Plazo) en la cual se asocia un estimulo gusto-olfatorio (Fresa o

Coco) con la administracion intragastrica de NaCl hipertonico.
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EXPERIMENTO 1: Activacion Inmunohistoquimica (c-fos) del
Nucleo Central de la Amigdala (CeA) tras la administracion

intragastrica de NaCl Hipertonico.

Para inducir Aprendizaje Aversivo Gustativo (AAvG) se han utilizado diversos
agentes nocivos, estimulos que habitualmente producen malestar visceral o
sensaciones generalizadas de enfermedad. Una de las sustancias aversivas utilizadas
por este laboratorio y otros (Arnedo ez al., 1993; Mediavilla ez a/., 2000, 2001; Michl ez
al., 2001) ha sido el NaCl hipertonico (0.5M). Se trata de un producto que puede ser
detectado rapidamente a su llegada al organismo a través de quimiorreceptores
ampliamente distribuidos por todo el organismo dado su alto valor biolégico
(Blackshaw y Grundy, 1989). El NaCl hipertonico se ha mostrado como un estimulo
aversivo adecuado dentro del modelo de AAvG Concurrente (a Corto Plazo) y utiliza
al parecer la via vagal-cerebral (Arnedo y Puerto, 1986; Arnedo et al., 1990, 1991;
Arnedo ef al., 1993), un eje que transmite la informacioén sensorial visceral desde la
periferia hacia estructuras rostrales del cerebro a través de relevos secundarios en
estructuras troncoencefalicas (NTSc y PBI) (Contreras ef al., 1980; Hyde y Miselis,
1982; Norgren y Smith, 1988; Kobashi e7 /, 1993; Yamamoto, 1993; Yamamoto y
Sawa, 2000a, b; Michl e al., 2001).

Utilizando técnicas inmunohistoquimicas ¢-fos, un marcador eficaz de la actividad
neural, se ha examinado las neuronas y sistemas activados en respuesta a la
administracion de diversos productos quimicos. Este procedimiento permite
identificar el sustrato biolégico implicado en el procesamiento de estas sustancias en
el organismo (Sagar ez al, 1988; Morgan y Curran, 1991; Gu e al., 1993; Yamamoto,
1993; Hughes y Dragunow, 1995; Schafe y Bernstein, 1996; Frenois ez al, 2002;
Nakagawa ef al, 2003). En el caso del NaCl hiperténico, se han identificado
inicialmente neuronas marcadas por el ¢fos en el NTSc y en PBI después de la
administracion tanto intragastrica (Kobashi e a/, 1993; Yamamoto, 1993; Yamamoto
y Sawa, 2000a, b; Michl e# al., 2001) como subcutanea (Rinaman ez a/., 1997). También
se produce activacion neuronal en el cerebro anterior tras la administracién de NaCl
hiperténico (Saper y Lowey, 1980; Cechetto y Saper, 1987; Price, 1990; Turner y
Herkenham, 1991; Saper, 1995). Concretamente, se ha demostrado expresion de ¢-fos
en diferentes subnucleos del Talamo, Hipotalamo y Amigdala (Gu e a/., 1993; Michl
et al., 2001). Con respecto a esta ultima estructura limbica, existen discrepancias

acerca de los subnucleos amigdalinos implicados en la acciéon del NaCl hiperténico.
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Asi, mientras los primeros estudios detectaban activacion de neuronas amigdalinas en
el BLA tras la administracion intraperitoneal (Gu ef al., 1993), otros localizaban el

efecto de la administracion intragastrica en el CeA (Michl e a/., 2001).

De acuerdo con estos planteamientos, el objetivo del presente experimento ha
sido comprobar cual de los subnucleos amigdalinos serfa el sustrato neural implicado
en la accion del NaCl hiperténico administrado intragastricamente, un estimulo

nocivo adecuado para inducir AAvG Concutrrente/a Corto Plazo.

MATERIALES Y METODO

SUJETOS

Se utilizaron 10 ratas albinas, de la cepa Wistar, suministradas por el Estabulario
de la Universidad de Granada y cuyos pesos, al principio del estudio, oscilaban entre
los 270-320 gr. 5 animales fueron asignados, aleatoriamente, al grupo control
(administracion intragastrica de Suero Fisiologico Isoténico) y 5 con tratamiento de

NaCl hipertonico.

A su llegada al laboratorio los animales fueron alojados individualmente en jaulas
de metacrilato de 15x30x15 cm. El suelo esta constituido por una bandeja de
metacrilato blanco cubierta por una fina capa de serrin mientras que el techo utiliza
una rejilla metalica. Las paredes laterales de estas aulas son opacas, mientras las
paredes frontales y posteriores son transparentes. En la pared frontal existen 2
orificios de 1.6 cm. de diametro situados a igual distancia del centro y de los
extremos, y a igual altura del suelo de la jaula, que serviran para introducir las
boquillas de las buretas cilindricas de cristal graduado que contienen el agua o

estimulos gusto-olfatorios ofrecidos a los animales (Fotografia 1.1).

80



Fotografia 1.1: Procedimiento Experimental del Paradigma de AAvG Concurrente (a Corto Plazo)
con bomba de administracién intragastrica simultanea.

Los animales fueron mantenidos en el laboratorio de Psicobiologia de la
Universidad de Granada con temperatura comprendida entre 22°-25° con ciclos de
luz-oscuridad de 12-12 h. (las luces se encendian de 8 a.m. a 8 p.m.). Los animales

disponfan en todo momento de libre acceso a agua y comida.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO: IMPLANTE DE DOS
CATETERES INTRAGASTRICOS

Una vez anestesiados los animales con Pentotal Sédico (50mgs/Kg.; Tiopental
sédico, ABBOTT Laboratories, Madrid), se practica una incision de
aproximadamente 3 cm. de longitud a lo largo de la linea media de la pared

abdominal.

Localizado el estbmago, se exterioriza con cuidado fuera de la cavidad abdominal.
A través de una pequefa secciéon (2mm.) en la superficie ventral de la zona del

cardias del estdbmago, se introduce el extremo de una fistula (Imm/2mm) que
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incorpora un pequefio abultamiento realizado con adhesivo quirtdrgico (Solyplast,
Barcelona) y que impide que se desprenda del estbmago una vez que la incision se
cierra alrededor de ella. Por mejor seguridad, se implanta una segunda fistula de
forma analoga y a través de una incisiéon contigua a la anterior. Una vez que las dos
fistulas han sido firmemente aseguradas dentro del estébmago, éste es situado

nuevamente en el interior de la cavidad abdominal en la posicién original.

Durante todo el tiempo de la intervencién quirtrgica periférica y mientras el
estomago permanece fuera de la cavidad abdominal, se le mantiene constantemente

irrigado con NaCl Isoténico (Grifols. Lab. Grifols, Barcelona).

Posteriormente, y a través de una pequefia abertura dorsal (inmediatamente
detras de la cabeza), se realizan dos tuneles subcutaneos (uno a cada lado del animal)
por el que se exteriorizan los extremos libres de los catéteres, alrededor de los cuales
se crea un nuevo abultamiento de adhesivo quirdrgico, dandose posteriormente los
puntos de sutura necesarios para permitir cerrar la herida. Finalmente, las paredes

abdominales se cierran mediante la aplicacién de los puntos de sutura.

Como profilaxis para evitar posibles infecciones, tanto los animales
experimentales como los controles, recibieron una dosis de 0.1 cc. de una solucién de
penicilina (Penilevel Retard. Lab., Level, S.A., Barcelona) con una concentracién de

250.000 U.I./ml..

Concluido el procedimiento quirdrgico, los animales son devueltos a sus jaulas,
con comida y agua ad /ibitum, permitiéndoles un periodo de recuperacion de al menos

8 dias.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

a) Administracién intragastrica de NaCl hipertonico:

Una vez finalizado el periodo de recuperacion (8 dias post-operatorios), 5
animales de los animales reciben la administraciéon intragastrica (a través de las
fistulas) de un volumen de 5 ml de NaCl hiperténico. Por su parte, a los 5 animales

del grupo control se les administra el mismo volumen de Suero Fisiolégico Isoténico

(SFD.

Dos horas después de la administracién intragastrica (se selecciond este periodo

de tiempo porque el pico de la proteina Fos, cuando se estimula su expresion,
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aparece entre 1-2 horas después, Morgan y Curran, 1991), todos los animales fueron
profundamente anestesiados con Tiopental s6dico administrado intraperitonealmente
(80 mg/Kg) y perfundidos intracardiacamente con 300 ml. de tampén fosfato salino
(PBS) e igual cantidad de paraformaldehido (4% en PBS). La perfusiéon se llevo a
cabo mediante una bomba de perfusiéon con ajuste de velocidad (Minipuls, Gilson,

USA).

Finalizada la perfusion, los cerebros fueron extraidos y postfijazos durante 24

horas en paraformaldehido diluido.
b) Procedimiento de Inmunomarcaje de Fos.

Los cerebros fueron aclarados en PBS para eliminar los restos de paraformol y a
continuacién se laminaron en secciones de 50 micras a lo largo de un bloque de
tejido comprendido entre las coordenadas 7.60 y la 5.40 con respecto a la linea
interaural (Paxinos y Watson, 1986). Las secciones fueron llevadas a cabo mediante
un vibrotomo (752M Vibroslice, Campden Instruments) y fueron conservadas en

PBS.

Estas secciones fueron aclaradas en PBS, preincubadas durante 20 minutos en
una mezcla de metanol absoluto y H202 al 3% con el propésito de inhibir las
Peroxidasas endoégenas e incubadas durante una hora en una mezcla de gelatina al 1%
y ‘normal goat serum’ (Suero Normal de Calera) al 3%, diluidos en PBS. Después se
transfirieron a una solucién que contenia el primer anticuerpo disuelto en PBS a una
concentracién de 0,005 gr./ml. (‘Polyclonal Rabbit IgG antibody’, 1:20.000; Santa
Cruz Biotecnology, Santa Cruz, California), el cual es capaz de reconocer los
fragmentos 3-16 de la proteina Fos. Transcurridas 48 horas de incubacién a una
temperatura de 4°C, las secciones fueron lavadas y procesadas utilizando el método
ABC (Vector Laboratories, Burlingame, California). Las secciones eran transferidas a
una solucién que contenia el segundo anticuerpo ‘Biotinylated Goat Antirrabit’ e
incubadas durante una hora, para ser aclaradas posteriormente y sometidas a un
proceso de revelado mediante Diaminobenzidina intensificada con Sulfato de Niquel,
que produjo un matcaje de color marrén oscuro/ negro para los nucleos que

mostraron inmunorreactividad al ¢-os.

Finalizado el proceso, todas las secciones fueron mantenidas durante un tiempo

minimo de 24 horas en PBS hasta su posterior montaje en portaobjetos no
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gelatinizados. Por dltimo, los portas se cubrian con cubreobjetos utilizando DPX

(DPX Mountant for Histology. Fluka. Sigma).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos aparecen representados en la Grafica 1.1:

Estructuras marcadas con c-fos tras adm. i.g. de NaCl hipertdonico
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Grafica 1.1: Media de células marcadas con el procedimiento inmunohistoquimico c-fos en el
Experimento 1. CeA: Nucleo Central de la Amigdala; BLA: Nucleo Basolateral de la Amigdala; PV:
Nucleo Paraventricular del Talamo; DM: Nucleo Dorsomedial del Talamo; SO: Nucleo Supradptico
del Hipotalamo.

Para evaluar la inmunoreactividad a Fos, las preparaciones fueron examinadas
mediante un microscopio optico (Olympus, CO 11) conectado a una videaocamara
(TK-C1381, Olympus, U-PMTVC) y a un ordenador con software analizador de
imagenes (Adobe Acrobat 5.0). Este analisis permitié observar la expresion de ¢-fos en
el Nucleo Paraventricular del Talamo (PV), Nucleo Hipotalamico Dorsomedial
(DM), Nucleo Supraéptico Hipotalamico (SO) y Nucleo Central de la Amigdala

(CeA), sin que apareciera activacion en el Nucleo Basolateral de la Amigdala (BLA).

Para el analisis cuantitativo, se seleccionaron las secciones de cada cerebro que
mostraban mayor nivel de inmunoreactividad a Fos. Como area de referencia, se usé
un campo cuadrado de 2 centimetros de lado sobre la imagen capturada (con un
aumento de 40X) y se cuantificaron las neuronas inmunoreactivas contenidas en

dicho cuadrado (Fotografia 1.2A y 1.2B).
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Fotografia 1.2: A) Muestra de la expresion de c-fos en el CeA tras la administracién intragastrica
de Suero Fisiologico Isotonico (Grupo Control). B) Muestra de la expresion de c-fos en el CeA tras
la administracion intragastrica de NaCl Hiper. (Grupo con NaCl hipertonico).

El nimero de células marcadas con ¢fos se traté estadisticamente mediante un
ANOVA, observandose que la respuesta a la administracién intragastrica de NaCl

hiperténico fue estadisticamente significativa sélo en el CeA [F(1,8) = 380.08,
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p<0.001] y en SO [F(1,8) = 93.94, p<0.001]. Sin embargo, no hubo diferencias en la
cantidad de expresion ¢fos entre el grupo experimental y el control ni en BL [F(1,8)=
1.85, p<0.21], ni en PV [F(1,8) = 0.001, p<0.98], ni en DM [F(1,8) = 1.48, p<0.25],
marcaje que puede ser interpretado como el resultado de factores aleatorios asumidos

al efecto de la administracién del NaCl hiperténico (Fotografia 1.2A y 1.2B).

DISCUSION

En este primer estudio se muestra que, dentro del complejo amigdalino, el CeA
aparece como el tnico nucleo activado después de la administracién i.g. de NaCl
hiperténico, sin que se produzca activaciéon en ninguno de los otros subnucleos de

esta region limbica.

Este experimento confirma asi mismo la utilidad de la técnica con ¢fos para
identificar las zonas cerebrales implicadas en el procesamiento sensorial central, en
este caso de estimulos quimicos nocivos administrados periféricamente (en este caso
intragastricamente) (Hughes y Dragunow, 1995). En este caso se ha permitido la
localizacion de los nucleos cerebrales activados por una sefial aferente procedente del

sistema gastrico que ha sido procesada centralmente (Michl ez 4/, 2001).

Estudios previos habian mostrado que el NaCl hipertonico produce expresion de
¢fos en diversas estructuras cerebrales (Catlson e al., 1997; Carlson e al., 1998; Michl
et al., 2001) y entre ellas el CeA, un sustrato neurobioldgico amigdalino que podria
estar relacionado con la accion aversiva del NaCl hipertéonico (Michl ez a4/, 2001),
pero no en el Nucleo Basolateral (BLA) como habian propuesto algunos otros

autores (Gu ez al.,, 1993).

Otros estudios inmunohistoquimicos previos habfan mostrado también la
activacién especifica del CeA tras la administracion de otros agentes aversivos y/o
estresantes como, por ejemplo, LiCl (Bernard ez a/, 1993) o el HCl (Yamamoto e/ a/.,
1992; Michl ez al., 2001).

Aun mas, un estudio llevado a cabo por Nakagawa y colaboradores (Nakagawa e7
al., 2003) examina la implicaciéon de los distintos subnucleos amigdalinos en el
procesamiento de varios estimulos nocivos, llegando a la conclusién de que el BLA
es el relevante para el procesamiento de los estimulos quimicos nocivos somaticos
(Formalin administrado en la planta de la pata) mientras que el CeA lo es para los

estimulos  quimicos  nocivos  viscerales  (Acido  Acético  administrado

86



intraperitonealmente), como es el caso del NaCl hipertéonico administrado

intragastricamente utilizado en el presente experimento.

Una explicaciéon de por qué se habia activado el BLA (y no el CeA) tras la
administraciéon del NaCl hiperténico podria encontrarse en la via de administracion
utilizada, que en el estudio de Gu ez al (1993) fue intraperitoneal, facilitando asi
(probablemente) la participacion de rutas no neurales (por ejemplo, Sistema
Circulatorio). Sin embargo, en el presente experimento (y tras un intervalo de 2
horas) el producto nocivo ha podido acceder al Sistema Circulatorio Humoral y
consecuentemente podria haber activado tanto a las estructuras cerebrales
relacionadas con una ruta neurobiolégica como con la otra. Pero éste no ha sido el

caso y esta cuestion queda abierta para futuras investigaciones.

No obstante, las fotografias que aparecen en la investigacion de Gu ez al (1993)
no permiten delimitar entre los distintos subnuicleos amigdalinos activados tras la
administraciéon de NaCl hipertonico, por lo que otra explicacion alternativa a los
datos contradictorios podria ser una escasa especificacion neuroanatémica de esta

estructura limbica.

En efecto, los resultados de la presente investigacion son consistentes con los
obtenidos por Michl y colaboradores (Michl e# al., 2001), que ademas de mostrar
expresion de ¢fos en los nicleos talamicos (PV y DM) e hipotalamicos (SO),
mostraron células marcadas en el CeA, tras la administracién intragastrica de NaCl
hiperténico. No se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el
grupo NaCl hiperténico con respecto al PV y DM y que fueron atribuidos a factores
inespecificos relacionados con la administracion intragastrica realizada (Dragunow y
Faull, 1989; Sharp e al., 1991; Hughes y Dragunow, 1995). Entre ellos, por ejemplo,
la manipulacién y las inyecciones que se les aplica a los animales, estados de estrés

que producen expresion de ¢fos en algunas regiones cerebrales (Sharp ez al., 1991).

Otro autores, pot su parte, han mostrado como tanto la privaciéon de agua como
el NaCl hipertonico incrementa la expresion de eofos en PV y en SO, dos
componentes del Sistema Neuroendocrino Hipotdlamo-Neurohipofisario que estan
implicados en la regulacién hidromineral (Carter y Murphy, 1990). Esto explicaria
aparentemente las diferencias estadisticamente significativas encontradas en el SO

entre los dos grupos del presente experimento.
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En resumen, este primer experimento demuestra que la informacién procedente
de la administracién de agentes nocivos aplicados sobre la mucosa gastrica del
estomago alcanzarfa el CeA, una regioén tedricamente implicada en el procesamiento

emocional y conductual de la informacion.
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EXPERIMENTO 2: Efecto de las lesiones en el Nucleo Central de la
Amigdala (CeA) sobre el Aprendizaje Interoceptivo Concurrente:

Relevancia de la Informacioén Olfatoria.

Diversos estudios anatémicos han demostrado que los centros de relevo
troncoencefalicos  relacionados con la informacién gustativa y  visceral
(particularmente el Complejo Parabraquial) proyectan a diversos centros rostrales,
especialmente la Amigdala y la Corteza Insular Gustativa (CIG) (Saper y Lowey,
1980; Cechetto, 1987; Moga et al., 1990; Yamamoto e# al, 1992). Esta convergencia
de informacion sensorial (visceral y gustativa) en la Amigdala hace de esta estructura

limbica una buena candidata como centro de integracion en el AAvG (Bures e al,

1998; Lamprecht y Dudai, 2000).

Sin embargo, en el AAvG la informacién olfatoria no siempre ha sido tenida en
cuenta como sefial sensorial relevante. Por ello algunos autores sugieren (Bures ez a/,
1998; Rollins ez al, 2001; Sclafani ez al., 2001; Capaldi e al,, 2004; Touzani y Sclafani,
2005) que el término AAvG deberfa ser sustituido en la mayorfa de los casos por el
de Aprendizaje Aversivo al Sabor (AAVS), entendiendo por “sabor” la suma del

componente “gustativo” y “olfatorio” de un estimulo.

En este sentido se ha demostrado repetidamente que tanto el componente
“gustativo” como el “olfatorio” pueden ser asociados individualmente con el

malestar visceral (De Araujo ¢t al., 2003; Capaldi e/ al., 2004).

De acuerdo con lo anterior, dentro del Aprendizaje Aversivo Interoceptivo se
podrian establecer, al menos, tres tipos de modelos distintos (AAVG, AAVO y
AAVS), cada uno de los cuales puede utilizar sustratos neuroanatémicos diferentes.
Asi, ademas de nucleos cerebrales que podrian considerarse “comunes” en la
adquisicion del Aprendizaje Interoceptivo, como seria el Complejo Parabraquial
(Ivanova y Bures, 1990; Yamamoto y Fujimoto, 1991; Spector e al, 1992; Reilly e/ al.,
1993; Agtiero et al., 1993a, b; Bechara ez al., 1993), existirfan otros mas especificos
(por ejemplo, olfatorios) que también mantienen conexiones directas con la
Amigdala, y concretamente con el CeA (Norgren, 1976; Saper y Lowey, 1980;
Ottersen, 1982; Moga ef al., 1990; Jhamandas ef al., 1996; Sakai y Yamamoto, 1999;
Sewards y Sewards, 2001).

Sin embargo, se ha sugerido que subnucleo amigdalino mas implicado en los

procesos de adquisicion de aversiones olfatorias es el BLA, sin que por otra parte las
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lesiones de esta estructura afecten al procesamiento sensorial de la informacién
olfatoria per se (Bermudez-Rattoni ef al, 1986; Hatfield ez al, 1992; Hatfield y
Gallagher, 1995; Ferry ef al., 1995; Ferry ez al., 1999; Ferry y Di Scala, 2000).

Con el objetivo de discriminar entre los sistemas exteroceptivos probablemente
implicados, algunos autores proponen utilizar estimulos “gustativos” (por ejemplo,
Sacarina o Sacarosa) (Schafe e al., 1998; Rollins e al., 2001; Sclafani ez al, 2001;
Touzani y Sclafani ez al, 2005), aunque existen serias dudas acerca la supuesta
“pureza” sensorial. Por ello, alternativamente otros autores prefieren bloquear el
sistema olfatorio mediante técnicas como la Bulbectomia Olfatoria (seccionar los
Bulbos Olfatorios) o el tratamiento de la mucosa nasal con Sulfato de Zinc
(reversible), dos métodos aparentemente efectivos para interrumpir la sensibilidad

olfatoria (Alberts y Galef, 1971; Bell ez al., 1979; Kelley ¢t al., 1997).

En cualquier caso, dentro del Aprendizaje Aversivo Interoceptivo (sin distinguir
entre AAVG y AAvS), las lesiones de la Amigdala ofrecen resultados contradictorios,
probablemente dependiendo del tipo y tamafio de la lesién asi como de los diferentes
procedimientos y estimulos utilizados en cada uno de los estudios (Lamprecht y
Dudai, 2000; Touzani y Sclafani, 2005). En el caso del CeA, la mayoria de estudios
descartan su relevancia o son muy débiles sus efectos sobre el Aprendizaje Aversivo
Interoceptivo (Kemble e al, 1979; Galaverna et al, 1993; Mortis et al., 1999).
Algunos autores atribuyen sus limitados efectos a la destruccion de la via
Parabraquial-Insular que se encuentra situada dentro de los limites del CeA y no a la
destrucciéon propiamente dicha de los cuerpos celulares de dicho nucleo (Frey ef al,

1997).

Una posible explicacién sobre esta falta de consenso podtia relacionarse con la
modalidad  adquisitiva  habitualmente  empleada en los procedimientos
experimentales, a saber el AAvG Secuencial/a Largo Plazo. De hecho y a diferencia
del AAVG, el AAVO sélo puede ser adquirido cuando el estimulo visceral aversivo es
administrado al animal inmediatamente antes o simultineamente a la presentacion del
estimulo olfatorio (Garcia ef al, 1966; Rusiniak e# al., 1979; Ferry y DiScala, 1997),
una caracteristicas distintivas de la modalidad Concurrente (a Corto Plazo) del AAvG
(Arnedo y Puerto, 1986; Arnedo et al, 1989, 1990, 1991; Arnedo et al, 1993;
Mediavilla ez al., 1998, 1999, 2000, 2001, 2005).

Finalmente y como se mencionaba mas arriba, otro posible factor que podria
explicar estos resultados contradictorios es el relacionado con los sabores empleados.
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La eliminacion de la convergencia viscero-gustativa tras la lesion bilateral del CeA no
interrumpirfa la convergencia viscero-olfatoria a través de conexiones olfatorias
directas no sélo con el CeA (Ottersen, 1982) sino principalmente con los Nucleos
Amigdalinos Centromediales (Nucleo Corticales Anterior, Nucleo Cortical
Posterolateral y Nucleo Medial) (Scalia y Winans, 1975; Price, 1990). Asi, estos
nucleos podrian compensar y utilizar la informacién nociva para su asociacion con la

modalidad sensorial olfatoria.

De acuerdo con los datos anteriores, en el presente experimento se analizara la
implicacion del CeA en el AAVG (vs. AAvO y AAVS) utilizando animales anésmicos
mediante Bulbectomia Olfatoria (Alberts y Galef, 1971).

Ademas, en el presente estudio se ha examinado la participacion del CeA en el
AAvVG, utilizando un paradigma Concurrente y un estimulo aversivo-visceral (NaCl
hiperténico) que tal y como ya se ha demostrado en el Experimento 1 del presente
Capitulo y en otros estudios (Michl ez a/, 2001), actia especificamente a través de
este subnicleo amigdalino. Ademas, el NaCl hiperténico es un producto nocivo
efectivo para inducir aversiones gusto-olfatorias vagales (rapidas), caracteristica
distintiva de este protocolo de AAvG a Corto Plazo (Arnedo ez al, 1993; Mediavilla
et al., 2000, 2001).

De acuerdo con este planteamiento cabria esperar que los animales controles
aprenderian la tarea discriminativa decantandose por el sabor no asociado al estado
nocivo, mientras que los animales anésmicos con lesiones electroliticas bilaterales del
CeA podrian no adquirir dicha tarea al no poder integrar las claves aversivo-gusto-
olfato-afectivas necesarias para desarrollar esta modalidad de Aprendizaje
Interoceptivo Concurrente (a Corto Plazo). En otras palabras, al quedar eliminada la
convergencia viscero-gustativa (lesion de CeA) y bloqueada la sefal olfatoria
(Bulbectomia Olfatoria), el animal no dispondria de las claves sensoriales necesarias

para identificar el estimulo “gustativo” que le produce malestar gastrointestinal.

MATERIALES Y METODO

SUJETOS

Se utilizaron 51 ratas albinas, de la raza Wistar, suministradas por el animalario de
la Universidad de Granada y cuyos pesos, al principio del estudio, oscilaban entre
270-330 g. Estos animales fueron distribuidos aleatoriamente en 4 grupos,
destinandose 6 ratas al grupo control INTACTO), 11 al grupo control con lesién
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electrolitica bilateral de CeA (CeA), 10 al grupo control con Bulbectomia Olfatoria y
con paso de electrodo (ANOSMICO) y 10 al grupo experimental andsmico con
lesién del CeA (ANOSMICO-CeA).

A su llegada al laboratorio los animales fueron alojados individualmente y
mantenidos en las condiciones descritas en el Experimento 1 de la presente Tesis

Doctoral.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO
a) Lesion electrolitica bilateral del Nucleo Central de la Amigdala (CeA):

Las lesiones del CeA se realizaron bajo anestesia total utilizando Pentotal sodico,

i.p. 50mg/Kg. (Tiopental sédico, ABBOTT Laboratoties, Madrid).

Una vez anestesiados, los animales fueron situados en un aparato estereotaxico
(BILANEY, Mod. SAS-4100) donde se les practica una incision longitudinal de unos
5 cm. para dejar expuesto el craneo. Una vez retirado el tejido peridstico conjuntivo
adherido al craneo, se trepana bilateralmente la superficie produciendo 2 orificios a

través de los cuales se permite la entrada del electrodo en el tejido cerebral.

A continuacién se secciona la duramadre y se introduce el electrodo hasta el
punto delimitado por las coordenadas estereotaxicas. Llas coordenadas estereotaxicas
para la lesion de CeA fueron seleccionadas en base a la referencia interaural, con el

atlas de Paxinos y Watson (1986):
AP: +6.7 mm.; V: +2 mm.; L: +-4.0 mm.

A continuacién se aplica una corriente eléctrica catddica, continua y constante,
bilateralmente de 1.2 mA durante 20 seg., suministrada por un generador de lesiones,

Mod. D.C.LM5A (Grass, USA).

La corriente se aplica a través de un electrodo monopolar, construido para el
efecto, de aproximadamente 200 micras de diametro y aislado con INSL-X en toda
su extension excepto en los 0.5 mm. distales. El circuito se cierra con un electrodo

masa situado en la periferia del animal.
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b) Bulbectomia Olfatoria:

Una vez llevada a cabo la intervenciéon quirurgica a nivel central y con el animal
todavia anestesiado, se realiza una seccion de los Bulbos Olfatorios o Bulbectomia

(Van Riezen y Leonard, 1990).

Brevemente, se realizan dos pequefos orificios (2 mm. de diametro) a cada lado
de la linea media (+/- 2 mm.), a 8 mm. anterior a Bregma (Figura), a través de los
cuales se introduce una pequefia espatula que seccionara los Bulbos ejerciendo una
pequena presion sobre la base interna del craneo, procurando no causar dafio al
l6bulo frontal adyacente. A continuacién, se taponan los orificios realizados con cera

(Bone Wax) y se procede a suturar la incision.
¢) Implante de dos catéteres intragastricos:

Una vez realizada las dos intervenciones quirdrgicas anteriores y con el animal
todavia anestesiado, se le implantan dos fistulas intragastricas siguiendo el mismo

procedimiento que se describié en el Experimento 1 de la presente Tesis Doctoral.

Concluido el proceso quirurgico, los animales son devueltos a sus jaulas, con

comida y agua ad /ibitum, concediéndoseles un periodo de recuperacion de 8 dias.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Tanto en este periodo como en la fase experimental siguiente, se utiliza ruido
blanco de fondo para amortiguar potenciales ruidos fortuitos. Ademads y en todos los
casos, 30 minutos antes de iniciar el experimento se limpian diariamente las fistulas

con agua (0.5 cc. aproximadamente) a temperatura ambiente.

a)Fase I (Pre-entrenamiento): Una vez completado el periodo de recuperacion (8
dias postoperatorios), los animales comienzan la Fase I (Pre-entrenamiento) del
protocolo experimental. A todos los animales se les retira el agua, de manera que, a
partir de entonces, sélo tienen acceso a agua durante 10 min. que es ofrecida a través
de buretas graduadas. En esta fase se les habitda a que tomen agua de dos buretas
situadas a la izquierda y derecha del animal, controlando cualquier sesgo hacia las
posiciones de las buretas. La secuencia en esta Fase es la que sigue: a) En el primer
dia se le ofrecen dos bureta con agua (izquierda y derecha); b) el segundo dia se le

ofrece una bureta con agua a la izquierda; y ¢) el tercer dia se le ofrece una bureta con
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agua a la derecha. En los tres dfas se registra la cantidad que agua que consumen

durante 10 minutos.

Finalizados los 10 minutos de ingesta, las buretas son retiradas vy
aproximadamente 30 minutos después reciben 15 g. de alimento sélido (Alimento de

Laboratorio. Dietas Panlab. Panlab S.L., Barcelona).

b)  Fase II (Experimental): En la Fase II se inicia el protocolo de aprendizaje
propiamente dicho destinado a que los animales desarrollen aversiones gusto-
olfatorias como consecuencia de su asociacion con estimulos aversivos que suelen

generar malestar visceral (NaCl hiperténico).

El procedimiento general consiste, en la presentacion, durante 7 minutos, de 2
buretas que contienen cada una de ellas 2 estimulos gusto-olfatorios distintos: Fresa
F) y Coco (C) McCormick Co. INC. San Francisco. California. USA; con una

concentracién de 0.5 cc. por cada 100 cc. de agua).

La ingesta de uno de los sabores iba asociado a la administracién intragastrica
simultanea (a través de una de las dos fistulas implantadas) de NaCl hiperténico (5%,
0.85 M), mientras que el otro sabor esta asociado con la administracion intragastrica
de Suero Fisiolégico Isoténico (S.F.). Se contrabalance6 el sabor asociado al malestar
para eliminar posibles efectos inespecificos de preferencia por alguno de los dos

estimulos gusto-olfatorios (Tabla 1.1).

FRESA COCO
ANIMALES 50% NACL S.F.
50% S.F. NACL

Tabla 1.1: Distribuciéon de los animales al sabor asociado al malestar visceral en un
procedimiento de AAvG Concurrente.

La tasa de administraciéon de ambos productos (hiperténico e isotonico) era de 1
cc./cc. de liquido ingerido y se realizaba a través de una bomba, Mod. A-98 (Razel,
USA) que administra la solucién a una velocidad constante para evitar los efectos

inespecificos aversivos de la administracion per se (Fotografia 1.1).

En este paradigma de AAvG a Corto Plazo se considera que cada sesién
experimental es una prueba de discriminacion en si misma, ya que el animal tiene que

detectar rapidamente cudl de los dos estimulos gusto-olfatorios (Fresa 6 Coco) esta
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asociado con el producto aversivo (NaCl hiperténico) que le provoca la estimulacion

gastrointestinal y cual con la sustancia inocua (Suero Fisiologico Isoténico).

Finalizados los 7 minutos correspondientes, se retiran las buretas y se registran las

cantidades consumidas de cada estimulo gusto-olfatorio.
HISTOLOGIA

Al finalizar el experimento, todos los animales son profundamente anestesiados
con Tiopental sédico (80 mg/Kg, ABBOTT, Madrid) y perfundidos
intracardiacamente con formaldehido (10%). Los cerebros se extraen y son

conservados en formaldehido en una solucion al 10%, al menos durante 48 horas.

Las lesiones electroliticas fueron localizadas en secciones coronales, tefiidas con
Violeta de Cresilo y examinadas con un microscopio 6optico (Olympus, CO 11)

(Fotografia 1.3).

Fotografia 1.3: Localizacion anatéomica de la lesion electrolitica del CeA, tomando como
referencia el atlas neuroanatémico de Paxinos y Watson (1986).
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RESULTADOS

Los resultados se resumen en la Grafica 1.2.

MEDIAS
INTERACCIiN
F(16,196)=1,34; p<,1776

Jw

1 B
aNe

AVERSIVA (NaCl)
géAS 2 4 DeAs 2 4 DeAs 2 4 DeAs 2 4 DeAS 2 4 e SUST.
13 s 1 3 5 1 35 1 3 5 1 3 5 INTCUA (S.F.)
GRUPO: GRUPO: GRUPO: GRUPO: GRUPO:
INTACTO FICTICIO CeA ANTSMICO ANTSMICO-CeA

Grafica 1.2: Media diaria de las cantidades consumidas del estimulo gusto-olfatorio asociado con
NaCl hiper. y con Suero Fisiolégico Isoténico en el Grupo Intacto, CeA, Anésmico y del Anésmico-
CeA en el Paradigma de AAG Concurrente (a Corto Plazo).

El ANOVA realizado para determinar los efectos de la asociaciéon demuestra que

no existe efecto de interaccion entre grupos [F(12, 152)= 1.60, p<0.09].

El analisis de los datos de los grupos Controles (Intacto, CeA, Andsmico) asi
como los del grupo Andsmico-CeA se analizaron utilizando un ANOVA para
medidas repetidas (Droga x Dias). En el Grupo Andsmico-CeA [fue estadisticamente
significativo el efecto Dias [F(4, 32) = 2.78, p<0.04]] no se produjeron diferencias
en el efecto Sustancia [F(1, 8)= 1.23, p<0.29] ni en la interacciéon Dias x Sustancia
[F(4, 32) = 0.73, p<0.57], o lo que es lo mismo, los animales anésmicos con lesiones
bilaterales del CeA no logran establecer asociacién viscero-gusto-olfatorias, en

paradigmas concurrentes que utilizan NaCl hiperténico como producto nocivo.

Los restantes grupos, por su parte, aprendieron correctamente la tarea
discriminativa ya que el grupo INTACTO [F(4, 20)= 3.63, p<0.02], CeA [F(4,
44)=2.64, p<0.04] y ANOSMICO [F(4, 40)= 2.75, p<0.04] mostraron diferencias

significativas en la interacciéon Dias x Sustancia, lo cual sugiere que todos los grupos
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controles han desarrollado un progresivo rechazo por los estimulos gusto-olfatorios

cuando éstos son asociados al NaCl hiperténico.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este experimento muestran que todos los grupos
controles, excepto el grupo con Bulbectomia Olfatoria y lesién (ANOSMICO-CeA),
pueden desarrollar aversion a un sabor tras la asociacion de éste con la
administracion intragastrica de NaCl hiperténico en un procedimiento de AAvVG
Concurrente (a Corto Plazo). Es posible que los animales del grupo ANOSMICOS-
CeA no aprendieran probablemente esta tarea discriminativa por carecer de indices
viscero-gusto-olfato-afectivas que podrian haber quedado eliminados tras la
Bulbectomia Olfatoria (eliminacion de las claves olfatorias) y tras la lesion de dicho

subnucleo amigdalino (eliminacion de las claves viscero-gusto-afectivas).

Estos datos pueden ser relevantes en el contexto de la controversia existente
sobre la ausencia de efecto que se observa tras las lesiones del CeA en el paradigma

del Aprendizaje Aversivo Interoceptivo.

Asi, un factor determinante (en esta ausencia de efecto de las lesiones del CeA)
puede ser la modalidad adquisitiva empleada para producir este aprendizaje
(Lamprecht y Dudai, 2000). Como se comenté en la introduccién, existen dos
modalidades de Aprendizaje Interoceptivo Aversivo (Concurrente/a Corto Plazo y
Secuencial/a Largo Plazo) que implicatfan distintos circuitos neuroanatémicos,
sustratos no redundantes para cada una de estas modalidades (Garcia e al, 1985;
Kiefer, 1985; Chambers, 1990; Gatcia, 1990; Mediavilla ez a/., 1998, 1999, 2000, 2001,
2005). En efecto, numerosos estudios han comprobado que las lesiones de BLA, y
no las de CeA, interrumpen el proceso adquisitivo cuando se utiliza la modalidad
Secuencial (no existen datos sobre la modalidad Concurrente) (Nachman y Ashe,
1974; Aggleton et al, 1981; Yamamoto y Fujimoto, 1991; Yamamoto, 1993;
Yamamoto e# al, 1994; Schafe et al, 1998; Sakai y Yamamoto, 1999; Morris e/ al.,
1999). Los resultados del presente experimento plantean la posibilidad de que cada
una de estas dos modalidades puede utilizar distintos subnucleos amigdalinos, el BLA
como regién relevante en la modalidad a Largo Plazo y el CeA en la modalidad a

Corto Plazo.

Acorde con esta idea, existe un estudio inmunohistoquimico en el que se mostrd

que la activacion del CeA tras la administracion intragastrica de un producto
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aversivo, como es el Acido Clorhidrico (HCI) que se sabe induce AAvG (Exrvin e7 al,
1990), era bloqueada mediante una Vagotomia (Michl ¢ a/, 2001). Este resultado esta
en consonancia con los datos procedentes de estudios en los que se consigue
bloquear una tarea de AAvG Concurrente (a Corto Plazo) mediante una Vagotomia
(Rabin ef al., 1985; Arnedo y Puerto, 1986; Arnedo ef al., 1989, 1990, 1991; Arnedo et
al., 1993; Bechara ez al., 1993)

Adicionalmente, en este estudio la convergencia viscero-gustativa que se produce
en el CeA (Saper y Lowey, 1980; Cechetto, 1987; Moga ¢7 al., 1990; Yamamoto e7 al.,
1992) probablemente puede haber quedado eliminada tras la lesion, pero puede no
haber afectado a la convergencia viscero-olfatoria, particularmente sobre todo en los
aprendizajes en los que el estimulo visceral aversivo es administrado inmediatamente
antes o simultineamente a la presentacion del estimulo olfatorio (Garcia ez al, 1960;
Rusiniak e7 al, 1979; Ferry y DiScala, 1997), una caracteristica distintiva de la
modalidad Concurrente utilizada en este experimento (Arnedo y Puerto, 19806;
Arnedo ¢z al, 1989, 1990, 1991; Arnedo ¢ al., 1993; Mediavilla e 4/, 1998, 1999,
2000, 2001, 2005).

En este sentido, Sclafani y asociados han propuesto que la Amigdala utilizarfa
s6lo estimulos olfatorios y no gustativos (Touzani y Sclafani, 2005). Sin embargo, y a
diferencia del presente estudio, Touzani y Sclafani (2005) utiliza lesiones extensas (sin
disociar entre subnucleos amigdalinos), usa una modalidad de aprendizaje Secuencial
y utiliza estimulos condicionados a los que consideran gustativos “puros”. En

resumen, se tratarfa de dos estudios no comparables.

Aunque existen conexiones olfatorias directas entre el Bulbo Olfatorio y el CeA
(Ottersen, 1982), las principales proyecciones directas son enviadas hacia los Nucleos
Amigdalinos Centromediales (Nucleo Corticales Anterior, Nucleo Cortical
Posterolateral y Nuicleo Medial) (Scalia y Winans, 1975; Price, 1990) (Fotografia 1.3).
Por lo tanto, el hecho de que sélo se produzca un efecto atenuado sobre el
Aprendizaje Interoceptivo Aversivo en algunos experimentos con lesiones del CeA
(Fitzgerald y Burton, 1983; Gallo ef al, 1992), puede ser debido a que aunque
eliminada la principal clave asociativa (gustativa), queda intacta otra (olfatoria) que
serfa la utilizada para producir dicho aprendizaje. En este experimento, el grupo
INTACTO dispondrian de dos claves sensoriales (gustativa y olfatoria), mientras que
el grupo ANOSMICO vy el CeA sélo tendria acceso a una (gustativa y olfatoria,

respectivamente).
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Curiosamente, las Bulbectomias Olfatorias han sido utilizadas como modelo de
Depresion en algunas investigaciones al respecto (Kelly ez al., 1997). Sin embargo, los
sintomas depresivos que se producen tras las Bulbectomias Olfatorias, a saber
impedimentos en evitacion pasiva (Thorne ez al, 1973), reducciéon de la aversion
gustativa al LiCl (Jancsar y Leonard, 1984), no impiden que el grupo ANOSMICO

pueda desarrollar aversiones al sabor asociado a malestar visceral.

En resumen, este experimento demuestra que en un paradigma de AAVG
Concurrente (a Corto Plazo), utilizando claves gusto-olfatorias para adquirir esta
modalidad de aprendizaje, la lesion del CeA junto con una Bulbectomia Olfatoria
bloquea la adquisiciéon de esta modalidad de aprendizaje. Estos resultados podrian ser
interpretados en el sentido de que una vez eliminada la convergencia aversivo-gusto-
olfato-afectiva el animal carece de los indices sensitivos (olfato) para poder adquirir

esta modalidad de aprendizaje.
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CAPITULO II:

ACCION REFORZANTE DE LA ESTIMULACION ELECTRICA
DEL NUCLEO CENTRAL DE LA AMIGDALA (CeA) Y DEL
NUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL EXTERNO (PBle) EN UNA
TAREA DE CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE HACIA UN
LUGAR: EFECTOS DIFERENCIALES DE LA NALOXONA, UN
ANTAGONISTA OPIACEO.
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Como ya se ha comentado en la introduccién de la presente Tesis Doctoral, el
Condicionamiento hacia un Lugar esta considerado como un procedimiento eficaz
en la investigacion de los sustratos neurales del aprendizaje y la memoria (Holahan,
2005), especialmente en el estudio de los mecanismos cerebrales del refuerzo y la
aversion relacionados con la comida (McDonald y White, 1993; White y McDonald,
1993; Lepore y Franklin, 1996; Packard y McGaugh, 1992, 1996; McDonald y Hong,
2004), Sacarosa o Sacarina (Stefurak y Van der Kooy, 1994), interaccién social/sexual
(Tzschentke, 1998) o estimulacion eléctrica de determinados sustratos cerebrales
(Simoén ez al., 2007). Este modelo de Condicionamiento hacia un Lugar se ha utilizado
particularmente para estudiar las consecuencias afectivas de la mayoria de la drogas
de abuso (Bechara y Van der Kooy, 1992a, b; Calcagnetti y Schechter, 1994,
Shippenberg 7 al., 1996; Maldonado e# al., 1997; Le Foll y Goldberg, 2005a, b y ¢).

Aunque el circuito cerebral de refuerzo ha sido relacionado con la Via
Dopaminérgica Mesocorticolimbica (Wise y Rompré, 1989; Yeomans ef al, 1993;
Van Bockstaele y Pickel, 1995; Wise 1996, 1998; Yeomans y Baptista, 1997), bien a
través de sistemas paralelos independientes para el procesamiento de sefiales
hedonicas (Ettenberg ef al, 1982; Nader et al, 1997, Wise, 1996) o mediante un
mecanismo multisinaptico de refuerzo (Wise y Rompré, 1989; Wise, 1996; Robbins y
Everitt 1996; Nader ez al., 1997; Simoén ez al., 2007), existe una corriente experimental
que parece relacionar al Sistema Opiiceo con ¢l tanto anatémica como
funcionalmente (Stellar y Corbett, 1989) e interactuando con estructuras cerebrales
como el Area Tegmental Ventral, el Nicleo Accumbens y la Amigdala entre otras
(Koob y Bloom, 1988; Di Chiara y North, 1992; Koob ef al., 1993; Koob, 1999;
Tassin, 1998; Shippenberg y Elmer, 1998; Hyman, 1999; Naranjo e a/., 2001).

Asi, el Sistema Dopaminérgico ha sido implicado en el efecto reforzador
producido por la accién de los opiaceos (Burkey ez al, 1996; Olmstead y Franklin,
1997a, b; Maldonado e al, 1997, Manzanedo et al, 2001a, b) que actuaria
desinhibiendo a las neuronas dopaminérgicas del Area Tegmental Ventral, lo cual da
como resultado la liberacién de Dopamina en el Nucleo Accumbens (Wise, 1989;
Wise y Bozarth, 1987), o mediante una acciéon directa en el Accumbens,
independiente de la liberaciéon de Dopamina en esta zona (Koob y Bloom, 1988; Di
Chiara y North, 1992; Koob, 1999; Tassin, 1998; Shippenberg y Elmer, 1998;
Hyman, 1999).
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Asi, por ejemplo, lesiones del Nucleo Accumbens reduce el CPL inducido por la
administracion sistémica de morfina y heroina (Spyraki ez al, 1983; Kelsey ez al.,
1989), mientras que inyecciones sistémicas de antagonistas dopaminérgicos o
neurotoxinas provoca el bloqueo del CPL inducido por inyecciones de opiaceos en el
VTA (Phillips y LePiane, 1980, 1982), asi como de la auto-administracién de
oplaceos directamente en VITA (Bozarth y Wise, 1981). Ademas, se ha observado
ausencia de refuerzo opiaceo en estudios con animales transgénicos que carecen de

receptores dopaminérgicos (Maldonado ez al., 1997).

Mis ain, diversos estudios de microdialisis 7z vzvo muestran una reduccién de los
niveles extracelulares de Dopamina en el Nucleo Accumbens durante el tipico
Sindrome de Retirada Opiacea precipitada por antagonistas opiaceos (Acquas ez al.,
1991; Crippens y Robinson, 1994; Rossetti ¢f al., 1992; Shaham ez al, 1996) y asi, la
administraciéon de infusiones de agonistas dopaminérgicos D2 eliminan las tipicas
seflales somaticas de retirada opidcea, mientras que los antagonistas dopaminérgicos

D2 elicitan dichos sintomas fisicos (Harris y Aston-Jones, 1994).

Aunque en general los agonistas de los receptores opidceos (por ejemplo, -

Funaltrexamina, B-FNA) actian como recompensantes de la conducta, mientras que
los antagonistas de estos receptores (por ejemplo, Naloxona) suelen tener efectos
aversivos (Stolerman, 1985), un estudio mas pormenorizado ha permitido hacer una
distinciéon general entre los distintos receptores en los que éstos actian. De esta
manera, mientras los agonistas de los receptores opidceos L y O incrementan la
liberacion de Dopamina en la Via Mesocorticolimbica y producen efectos
recompensantes (Mucha ez a/., 1982; Shippenberg ¢ al, 1987; Olmstead y Franklin,
1997a, b; Schechter y Calcagnetti, 1998; Contarino ef al, 1999; Spiteti ez al., 2000;
Manzanedo ef al., 2001a, b) que pueden ser bloqueados mediante la administraciéon de
antagonistas dopaminérgicos (Acquas y Di Chiara, 1992; Rodriguez de Fonseca ez a/.,
1995), los agonistas de los receptores opiaceos K producen un descenso en la
liberacién de Dopamina e inducen aversién hacia los estimulos asociados con su

administracion (Iwamoto, 1986; Mansour ef al., 1995a, b).

Sin embargo, estos agentes opiaceos también parecen ejercer sus efectos
motivacionales independientemente de la Via Mesocorticolimbica (ATV-NAcc), pues
lesiones localizadas en el Estriado Ventral reducen la eficacia reforzante de estas
sustancias auto-administradas por via intra-venosa, pero no la elimina (Zito et al.,

1985). Ademas, los animales pueden mantener conductas de auto-administraciéon de
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opiaceos en la region CA3 del Hipocampo y en el Hipotalamo Lateral (Stevens ez /.,

1991; Self y Nestler, 1995).

La relevancia de antagonistas opiaceos en el fenomeno de Estimulacion Eléctrica
Intracerebral recompensante es, sin embargo, muy controvertida (Bielajew ez al,
2003). Existen estudios que muestran que estos antagonistas provoca un descenso
significativo en la conducta de Auto-Estimulacién Eléctrica Intracerebral (AEEIC)
(Stein y Belluzzi, 1978; Schaefer y Michael, 1981, 1985, 1988; Schaefer, 1988; Trujillo
¢t al., 1989a, b; Bielajew ef al., 2003; Easterling y Holtzman, 2004), mientras que otras
investigaciones no observan dicha supresion (Esposito et al., 1980, 1981; Perry ef al.,
1981; Freedman y Pangborn, 1984; Trujillo ez al, 1989a, b). Por el contrario, los
antagonistas opiaceos no selectivo, como es la Naloxona, inhibe el CPL inducido por
morfina (Mucha ez al, 1982; Del Pozo et al, 1996; Shippemberg y Elmer, 1998;
Manzanedo e# al., 2001a, b), reduce la preferencia por soluciones apetitivas (por
ejemplo, Sacarosa) (Le Magnen ef al., 1980; Levine e7 al., 1982; Shide y Blass, 1991; Le
Magnen, 1992; Agmo ef al, 1995) y bloquea el CPL inducido por la Estimulacion
Eléctrica del PBle (Simén ef al, 2007). Mas atn, el efecto de CPL inducido por
comida puede ser bloqueado tanto por la administracién de antagonistas de los
receptores opiaceos (por ejemplo, Naloxona) como de los dopaminérgicos (por
ejemplo, Flupentixol) (Agmo e al, 1995; Tzschentke, 1998), confirmando la
interacciéon de ambos sistemas neuroquimicos en estos procesos de recompensa

cerebral.

Por otra parte, los antagonistas opiaceos pueden inducir Condicionamiento
Aversivo hacia un Lugar (CAL) (Mucha ef 4/, 1982; Stinus e# al., 1990; Maldonado et
al., 1992; Del Pozo et al., 1996; Shippemberg y Elmer, 1998; Manzanedo e¢f al., 2001a,
b), y asi de acuerdo con ello, tras la administracién créonica de las drogas de abuso
(por ejemplo, morfina, cocaina, alcohol, etc.) provocan manifestaciones de
dependencia fisica con la apariciéon de sintomas somaticos y motivacionales (Jaffe ez
al., 1990). Este Sindrome de Retirada (SR) ha sido relacionado especificamente con la
division Central de la Amigdala (CexA) (Calvino et al, 1979; Stinus et al., 1990;
Rassnick e al., 1993; Stornetta ef al., 1993; Pich et al., 1995; Kelsey y Arnold, 1994;
Rodriguez de Fonseca ez al., 1997; Koob, 1999; Lu et al., 2000; Gracy ef al, 2001;
Koob y Le Moal, 2001; Le Guen ¢# al., 2001, 2003; Frenois e al., 2002; Zarrindast ez
al., 2002b; Veinante ef al., 2003; Nakagawa e al, 2005). Esta region, que incluye a
subnucleos como el CeA y la parte lateral del Nucleo Lecho de la Estria Terminalis

(NLETI) (Alheid ez al., 1995), ha sido considerada por algunos autores como el
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sustrato neural que inducirfa o, al menos, modularia los sintomas motores y
motivacionales del SR (Calvino ez al., 1979; Aston- Jones et al., 1999; Delfs et al., 2000
Gracy et al., 2001; Frenois et al., 2002; Watanabe ef al., 2002a, b; Veinante ef al., 2003).

El examen de los distintos antagonistas selectivos de los receptores opiaceos L
(B-Funaltrexamina, BFNA) (Wartd ¢ a/., 1982; Hayes ¢t al., 1986), 6 (Naltrindol, N'TT)

( Drower et al, 1991; Verborgh y Meert, 1999; Stevenson ez a/, 2000) y k (Not-
Binaltorfimina, BNI) (Takemori y Portoghese, 1987) ha permitido demostrar la

relevancia de los receptores opiaceos W en los cambios conductuales y de expresion ¢-
fos tipicos del SR desarrollados por los animales morfinodependientes (Le Guen ¢7 al.,
2003). Esta primacia de los receptores p en el SR de morfina viene apoyada también
por estudios que utilizan roedores transgénicos y en los que se comprueba que sélo

aquellos animales que carecian de los receptores opiaceos W no desarrollaban el SR
(Childers, 1997; Valverde y Roques, 1998; Sora ef al., 2001; Kieffer y Gavériaux-Ruff,
2002).

Ademas, y en esta misma linea, se ha observado que cuando se administran bajas

dosis de Naloxona a animales morfinodependientes (7.5-30pg/Kg.) o altas en
animales intactos (naives) (>2mg/Kg.) se induce Condicionaminto Aversivo hacia un
Lugar (CAL) (Mucha, 1987; Stinus e al, 1990; Schulteis e# al., 1994), Aprendizaje
Aversivo Gustativo (AAvG) (Rodgers e al, 1984), supresion de la actividad
locomotora (Brady y Holtzman, 1981) y de la respuesta operante para obtener
comida (Gellert y Sparber, 1977; Higgins y Sellers, 1994; Koob e7 a/., 1989), asi como
un incremento de los umbrales de AEEIC (Schaefer y Michael, 1986).

De acuerdo con este planteamiento, el objetivo de este Capitulo ha sido examinar
en primer lugar si la Estimulacion Eléctrica del CeA puede inducir
preferencias/aversiones especificas hacia los estimulos del entorno con los que es
asociada en un paradigma de Condicionamiento hacia un Lugar, examinado la
relevancia del sistema opiaceo en este proceso. Los resultados del Experimento 3 de
la presente Tesis Doctoral seran contrastados con el Experimento 4, en el que
también se llevara a cabo la Estimulacién Eléctrica del PBle y la implicaciéon del
sistema opiaceo, una comparacion que se fundamenta en el hecho de que se trata de

dos nucleos con una extensa conexion anatémica y funcional.
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EXPERIMENTO 3: Estimulacion Eléctrica Reforzante del Nucleo
Central de la Amigdala (CeA): Analisis de la administracion
subcutanea de Naloxona en una tarea de Condicionamiento

Concurrente hacia un Lugar.

Existen diversas estructuras cerebrales que estd implicadas tanto en el
procesamiento de la informacién aversiva como apetitiva (Cubero y Puerto, 2000a;

Simén ez al., 2007).

Asi, por ejemplo, la Estimulaciéon Eléctrica del PBle induce aversiones y
preferencias consistentes tanto hacia los estimulos gusto-olfatorios como hacia los
lugares con los que es asociada y que serfan procesadas por el sistema neuroquimico

oplaceo, ya que la Naloxona bloquea dichas preferencias (Simén ez al., 2007).

Dado que existen importantes conexiones reciprocas entre el PBle y la Amigdala
(Norgren, 1976; Saper y Lowey, 1980; Ottersen, 1982; Bernard ef al., 1993; Krukoff ez
al., 1993; Jhamandas e al, 1996), y concretamente con el CeA (Fulwiler y Saper,
1984; Moga et al., 1990; Bernard ef al, 1993; Alden ez al., 1994; Jia, et al., 1994), cabria
esperar una implicacion similar en el procesamiento de la informacién aversiva y/o

apetitiva en este subnucleo amigdalino.

La Amigdala ha sido considerada generalmente como un sustrato cerebral
fundamental en el procesamiento de la informacién aversiva (negativa), algo que se
vio confirmado a través de los resultados del Capitulo I de la presente Tesis Doctoral
asi como en otros estudios que han observado la activacion, entre otras, de las
neuronas del CeA tras la administraciéon de varios de los principales agentes aversivos
utilizados en el AAvG, por ejemplo, el NaCl y el HCI administrados
intragastricamente (Michl e /., 2001); el LiCl intraperitoneal (Yamamoto e/ al., 1992;
Yamamoto e/ al, 1997) e intragastrico (Yamamoto y Sawa, 2000a); el Etanol
intraperitoneal (Thiele ez @/, 2000) e intragastrico (Yamamoto y Sawa, 2000a); la
Sacarosa intragastrica (Yamamoto e# al., 1997; Yamamoto y Sawa, 2000a) e intraoral

(Yamamoto et al., 1997); y la Gastrina intravenosa (Yakabi ez a/., 2002).

Mas ain, existen estudios que han relacionado al CeA en el reforzamiento
negativo asociado con la retirada de la administracion crénica de opiaceos (Rassnick
et al., 1993; Callahan ef al, 1995; Pich et al., 1995; Hurd e al, 1997; Rodriguez de
Fonseca et al, 1997, Koob, 1998, 1999; Koob y LeMoal, 2001) o con la
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“precipitacion” del Sindrome de Retirada (SR) a través de la administracion de
antagonistas opiaceos (Higgins y Sellers, 1994; Carr ez al., 1999; Gestreau e al., 2000,
Gracy et al., 2001; LeGuen ef al., 2001, 2003; Frenois e al, 2002; Nakagawa e al.,
2005).

Por el contrario, las lesiones especificas del CeA (Kelsey y Arnold, 1994;

Watanabe ez al., 2002b; Nakagawa ¢# al., 2005) o microinyecciones de antagonistas [3-
adranérgicos en este subnucleo (Watanabe ¢7 a/., 2003) atentian el Condicionamiento
Aversivo hacia un Lugar (CAL) inducido por retirada de morfina en animales

morfino-dependientes.

Sin embargo, aunque los receptores opiaceos estain ampliamente expresados en
todas las areas cerebrales relacionadas con los circuitos de la adiccidon, entre ellas la
Amigdala (Mansour ef al., 1995a, b; Cheng ¢z al., 1996; Ding et al., 1996; Guan ef al.,
1997; Chamberlin e# al, 1999), estan poco representados en el CeA concretamente
(Paden et al, 1987, Mansour et al, 1995a, b; Ding et al, 1996). Esta aparente
contradiccion entre la baja densidad de receptores en el CeA y su significativa
activacion inducida por el SR precipitado por Naloxona parece ser debida al bloqueo
del control ténico inhibitorio opidceo ejercido sobre el CeA por otra estructura que si

posea dichos receptores (Le Guen et al., 2001, 2003).

Por otro lado, existen investigaciones que han puesto de manifiesto el papel de la
Amigdala (Everitt e al, 2003; Waraczynski, 2003), y mas concretamente del CeA
(Zhu y Pan, 2004, 2005), en el procesamiento de la informacién apetitiva, y en
particular con los aspectos emocionales de las drogas de abuso y la adiccién (Brown y
Fibiger, 1993; Rodriguez de Fonseca y Navarro, 1998; O’Dell ¢z al., 1999; Chevrette ez
al., 2002; Holahan, 2005), con la conducta alimenticia (King ez a/, 1994; King et al.,
1996; Nishijo ez al, 2000) o sexual (Kling y Brothers, 1992), asi como con la
adquisiciéon de preferencias condicionadas a los sabores (Touzani y Sclafani, 2005) y
en la modulacién del aprendizaje asociativo sensorial (Gallagher y Holland, 1992;

Wilensky ez al., 2000).

Asi mismo, se ha demostrado que algunos de los subnucleos amigdalinos,
incluido el CeA, sustentan la Estimulacién Eléctrica recompensante (Kane ef al,
1991; Panagis ez al., 1995; Touzani y Velley, 1998) y la Estimulacién Eléctrica de las
principales zonas cerebrales de refuerzo (por ejemplo, Hipotilamo Lateral) suele

estar asociada con incrementos en la actividad celular de algunos subnucleos
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amigdalinos, entre ellos, el CeA (Arvanitogiannis ez al, 1996; Hunt y McGregor,
1998; Touzani y Velley, 1998; Nakahara ez a/, 1999).

Por otra parte, la Amigdala estarfa implicada en las propiedades reforzantes de los
opiaceos (Criado y Morales, 2000; Zarrindast e al, 2002b; Zhu y Pan, 2004, 2005) y
en la interacciéon con el Sistema Mesocorticolimbico Dopaminérgico (Scibilia e 4/,
1992; Shippenber ez al., 1993; Weiss et al., 2000; Baxter y Murray, 2002; Rezayof ¢z al.,
2002; Phillips e al., 2003).

En tareas de CPL se ha demostrado que la lesiéon de la Amigdala bloquea el
aprendizaje asociado a drogas (Hiroi y White, 1991; Zarrindast ez al, 2002b), a
comida (Everitt ¢z al, 1991; White y McDonald, 1993; Mclntyre ef al., 1998) y en
reforzamientos condicionados (Estimulo-Refuerzo) (Jones y Mishkin, 1972; LeDoux

et al., 1990; Davis, 1992; White y McDonald, 2002; Everitt e# al., 2003).

De acuerdo con estos planteamientos, el propodsito del presente Capitulo sera
examinar si la Estimulacién Eléctrica del CeA induce preferencias/aversiones
consistentes hacia los estimulos ambientales con los que es asociada en una tarea de
Condicionamiento Concurrente hacia un Lugar, al igual que sucedia en los
experimentos llevados a cabo por este laboratorio con la Estimulacién Eléctrica del
PBle (Simoén ef al., 2007), con el cual mantiene una estrecha conexiéon anatomica y
funcional (Norgren, 1976; Saper y Lowey, 1980; Ottersen, 1982; Bernard ef al., 1993;
Krukoff et al., 1993; Jia et al., 1994; Jhamandas e al., 1996). Igualmente se examinara
la implicacién del CeA tanto en el procesamiento aversivo (Rassnick ez al, 1993;
Rodriguez de Fonseca ez al., 1997; Gestreau et al., 2000; Gracy e# al., 2001; Le Guen e/
al., 2001, 2003; Frenois ez al., 2002; Watanabe ef al., 2002a, b; 2003; Nakagawa e al.,
2005) como recompensante (Baxter y Murray, 2002; Phillips ez a/, 2003; Zhu y Pan,
2004, 2005) después de la administracion de Naloxona, un antagonista opiaceo, con

tal de dilucidar la relevancia del Sistema Opiaceo en estas manifestaciones motivadas.

MATERIALES Y METODO
SUJETOS

Se emplearon 27 ratas de la raza Wistar procedentes del animalario de la
Universidad de Granada, cuyos pesos al comenzar el procedimiento quirtrgico se
encontraban entre 270 y 320 g. y de las cuales 20 fueron implantadas y 7 controles

(intactas).
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Todos los animales fueron alojados en jaulas de plexiglas de 30x30x30 cm. (de
caracteristicas similares a las descritas en el Capitulo I de la presente Tesis Doctoral)
y mantenidos con comida y agua ad /ibitumr durante una semana de habituacién previa
a la cirugfa. I.as condiciones ambientales de luz y temperatura fueron mantenidas
constantes, segun lo descrito en el Capitulo I. Todas las manipulaciones

experimentales fueron llevadas a cabo durante el periodo de luz.
PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

- Implante de un electrodo de Estimulacién Fléctrica Intracerebral en el Nucleo

Central de la Amiodala (CeA):

Los 20 animales sometidos a intervencioén quirargica recibieron el implante de un
electrodo monopolar en el CeA utilizando las mismas coordenadas descritas en el
Experimento 1 de la presente Tesis Doctoral (AP= +6.7; L= +4.0; V= +2.0), segiin

el Atlas Estereotaxico de Paxinos y Watson (1980).

La cirugfa se llevo a acabo utilizando como anestesia Pentotal Sédico (Thiopental
Sédico, Laboratorios Abbot S.A., Madrid), con una dosis de 50 mg/Kg. y un equipo
estereotaxico (Stoelling, Mod. 51600, U.S.A.). Se realiz6 un pequeflo corte
longitudinal de unos 2 c¢cm. de largo, retirando posteriormente el tejido peridstico
adyacente a ambos lados y raspando ligeramente el craneo para dejarlo
completamente limpio y seco. Seguidamente, se trepanaron 4 orificios en los que se
insertaron 4 tornillos pequenos de acero inoxidable, alrededor de los cuales se fij6 el
electrodo masa o de referencia (seccion de unos 5 cm. de longitud de acero

inoxidable de uso odontolégico, de 0.9 mm. de diametro).

A continuacién se perforé un nuevo orificio de mayor diametro que los
anteriores, a través del cual se introdujo un electrodo monopolar de 200 micras de
diametro fabricados con alfileres entomolégicos de acero inoxidable (n® 00) a los que
se soldaba una seccién de hilo dental de unos 3 cm. de largo (igualmente de acero
inoxidable) curvado en angulo recto. Se aislé toda la longitud del electrodo con

INSL-X hasta el punto de unién de ambas secciones y se corté el extremo sobrante.

Una vez situado el electrodo activo en la zona delimitada por las coordenadas
estereotaxicas, se procedio a su fijaciéon con resina acrilica (S.R. Denture Base, Quick
3/60, Ivoclar) recubriéndolo junto con los tornillos y el electrodo masa hasta dejar el
implante totalmente cubierto y fijado al craneo. Finalizado el proceso, se retir6 al
animal del estereotaxico y se seccionaron los dos extremos sobrantes de los
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electrodos, manteniéndolos con una longitud de 1.5 cm. aproximadamente por

encima del craneo.

Como medida preventiva ante cualquier potencial infeccién, todos los animales
recibieron una dosis intramuscular de 0.1 cc. de penicilina (Penilevel Retard. Lab.,
Level, S.A., Barcelona) y se les afiadié una solucién antiséptica alrededor del implante

(Betadine. Povidona Yodada. Asta Médica, Madrid).

Concluida la operacién, los animales fueron instalados individualmente en sus
jaulas habituales donde permanecieron durante al menos una semana, como periodo

de recuperacion, con comida y agua ad libitum.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

a) Exploraciéon de parametros de Estimulacién Eléctrica:

Antes de proceder a la Fase de Condicionamiento al Lugar (CL), se realizé una
exploracion para establecer los parametros de la corriente eléctrica adecuados a cada
animal. Para ello, dos dfas antes del periodo conductual, se someti6 a cada animal a la
estimulacion eléctrica del CeA a través de un estimulador CS-20 (Cibertec, Madrid,
Espafia) conectado a una unidad de aislamiento ISU 165 (Cibertec, Madrid, Espafia)
para evitar la ionizacion y destruccion del tejido cerebral tras el uso continuado de

dicha estimulaciéon (Fotografia 2.1).

Fotografia 2.1: Estimulador CS-20 y unidad de aislamiento ISU 165 (situada sobre el
estimulador).

El equipo de estimulacién estaba monitorizado a través de un osciloscopio 40
MHz “HM 404-2” (HAMEG Instrument GMBH, Frankfurt, Alemania) que permitia

controlar con precision los parametros de la estimulacion (Fotografia 2.2).
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Fotografia 2.2: Osciloscopio “HAMEG, HM 404-2”.

Se utiliz6 una corriente directa pulsante y una frecuencia de 66.6 Hz., mientras
que la corriente empleada fue progresivamente incrementada hasta llegar a un
maximo que no provocara conductas de escape, saltos o reacciones vocales. En otras
palabras, “una corriente conductualmente noticiable, pero siempre por debajo del
umbral aversivo” (Tehovnik, 1996). Entre cada periodo de estimulacién se introdujo
un periodo de descanso de 2 min. Asi, se establece la intensidad de corriente
apropiada para cada animal y que sera utilizada durante toda la fase experimental. LLos
valores del grupo oscilaron entre 90 y 200 microamperios (LA.) (Media: 165.62 pA.).
Se dejé transcurrir un intervalo de 24 horas entre esta prueba y el comienzo de la
Fase de Condicionamiento, durante el cual los animales dispusieron de comida y agua

ad libitum.

b) Condicionamiento de Preferencia hacia un Lugar (CPL):

El Concionamiento de Preferencia constaba de dos fases:

- Primera Fase: Preferencias inducidas mediante Estimulacion Eléctrica del CeA en una tarea de

Condicionamiento Concurrente hacia un Lugar.

Esta primera fase fue llevada a cabo en un Laberinto rectangular (Modelo 1)
cuyas dimensiones eran 48 cm. de largo x 25 cm. de ancho y 30 cm. de altura. El
recinto interior estaba dividido en dos zonas laterales diferentes en cuanto a color y
textura, pero similarmente preferidas por los animales. La zona central (neutra) era
mas estrecha (8 x 25 cm.) y su suelo era de metacrilato blanco con paredes de color

madera-natural. Los dos areas laterales estaban forradas con un suelo de corcho
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blanco pintado a rayas, en un caso, y de corcho marrén en el otro, con medida de 20
x 25 cm. cada uno. Las paredes de ambos laterales estaban forradas del papel pintado
a rayas blancas y negras de 1 cm. de espesor, orientadas en sentido vertical en un lado

y horizontal en el otro (Fotografia 2.3).

Fotografia 2.3: Laberinto Modelo 1 en forma de corredor utilizado para la Estimulacion Eléctrica
Intracerebral.

Cada animal fué sometido a 2 sesiones de Condicionamiento, en dias
consecutivos, de 10 min. de duracidon cada una. Esta fase de Condicionamiento
inclufa un Grupo Control Intacto, compuesto por 7 animales que no fueron
sometidos a procedimiento quirdrgico alguno. En este periodo de tiempo, en el que
los sujetos podian deambular libremente por el laberinto, los animales recibian
Estimulacién Eléctrica del CeA cuando visitaban uno de los laterales del laberinto
aleatoriamente establecidos con anterioridad; o no recibian Estimulacién si se

desplazaban hacia el otro lateral.

Individualmente cada animal era situando en el espacio central del laberinto y
registrandose el tiempo que permanecia en cada zona. Como criterio se consideraba
que un animal estaba dentro de una de las zonas laterales cuando tenifa la cabeza y las
dos patas delanteras dentro de ese lateral. La mitad de los aniamles recibid
Estimulaciéon en uno de los compartimentos y la otra mitad en el otro. Finalizado el
tiempo, los animales eran devueltos a sus jaulas, donde disponian de comida y agua

ad libitum.

- Segunda Fase: Efectos comportamentales de la administracion de Naloxona en animales

estimulados en el CeA.

Cuarenta y ocho horas después, se dio comienzo a la segunda fase en la que
todos los animales recibieron una inyeccién de Naloxona (4mg/Kg.) 20 minutos

antes de situarlos en un nuevo Laberinto Modelo 2 (Fotografia 2.4), que fue utilizado
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con el objetivo de evitar transferencias con el laberinto anterior. Este nuevo
laberinto, también rectangula, tenfa unas dimensiones de 70x15x15 cm. También en
¢l se podian distinguir tres zonas: una zona central de 10 cm. con suelo de papel
blanco cubierto por una rejilla metalica y paredes blancas, y otras dos zonas de 30
cm. cada una, con paredes de metacrilato negras y suelo de corcho marrén. Estas dos
zonas laterales diferfan entre si de modo que una de ellas disponia en la pared frontal
de un orificio circular, mientras que en la otra el orificio es rectangular. Ademas, el
suelo de la primera zona mencionada presentaba incisiones horizontales mientras que

la segunda las tenfa en sentido vertical.

Fotografia 2.4: Laberinto Modelo 2 en forma de corredor utilizado para la administracién
subcutanea de Naloxona.

Al igual que en la fase anterior, esta segunda fase comenzaba situando a cada
animal en el espacio central del laberinto y se le permitia deambular libremente por él
durante los 10 min. que duraba el ensayo, registrandose el tiempo que permanecia en
cada zona. De este modo, si el animal entraba en el compartimento prefijado
aleatoriamente con anterioridad recibia Estimulacién Eléctrica simultineamente,

mientras que si entraba en el otro compartimento no recibia estimulacion.

HISTOLOGIA

Concluido el experimento, los animales fueron prefundidos transcardialmente
con 40 ml. de Suero Fisiologico y otros 40 ml. de formaldahido al 4%. Se obtuvieron
secciones coronales del tejido nervioso, de 50 micras, las cuales fueron montadas y
tenidas siguiendo el procedimiento descrito en el Experimento 2 de la presente Tesis

Doctoral (Fotografia 2.5).
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Fotografia 2.5: Localizacion del electrodo intracerebral implantado en el CeA, tomando como
referencia el atlas neuroanatémico de Paxinos y Watson (1986).

RESULTADOS

- Primera Fase: Preferencias inducidas mediante Estimulacion Eléctrica del CeA en una tarea de

Condicionamiento Concurrente hacia un Lugar.

De los 20 animales a los que se implanté un electrodo en el CeA, 4 tuvieron que
ser excluidos porque se les desprendié el implante, con lo cual quedaron 16 ratas

experimentales.

Al comparar la ejecucion de los animales experimentales en las dos sesiones de

condicionamiento (CL1 y CL2), se observa una correlaciéon estadisticamente
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significativa entre estos dos dfas (R= 0,53; p<0,03), lo cual significa que la conducta
de preferencia o rechazo por el lugar estimulado mostrada por los animales es
consistente (Grafica 2.1).
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Grafica 2.1: Matriz de correlacion para los sujetos del Grupo Implantado en el CeA respecto a la
proporcion de tiempo que permanecen en el compartimento Estimulado en cada una de las dos
sesiones de condicionamiento.

Por su parte, los animales del Grupo Control ‘sin estimulacién’ (Intactos),
alternan entre ambos laterales del corredor (R=-0,03; p<0,93), sin desarrollar
preferencias por uno u otro compartimento (Grafica 2.2).
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Grafica 2.2: Matriz de correlaciéon para los sujetos del Grupo Control Intacto del CeA respecto a
la proporcion de tiempo que permanecen en uno de los dos compartimentos, seleccionado al
azar, en cada una de las dos sesiones de condicionamiento de la primera fase.
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Los datos referentes a los animales que recibieron Estimulaciéon Eléctrica en el
CeA, permiten clasificarlos en tres grupos en funcién de su comportamiento: un
grupo de animales prefiere consistentemente el lugar de la estimulacion (Grupo
Positivo), otro grupo de animales que no muestra una conducta definida de rechazo
o preferencia (Grupo Neutro Estimulado) y finalmente otro grupo de animales que
rechaza el lugar de la estimulaciéon (Grupo Negativo). El criterio comportamental
establecido para la asighacion de cada animal a un grupo fue el utilizado por Simén y
colaboradores (2007) y fue el siguiente: todos aquellos sujetos que en cada sesion
permanecian mas del 50% del tiempo total en la zona asociada a la estimulacién o
aquellos que permanecfan la primera sesion entre el 30 y el 50% del tiempo y en la
segunda mas del 50% en dicha zona, pasarfan a formar parte del “Grupo Positivo”.
El “Grupo Negativo” estarfa constituido por aquellos animales que pasaron menos
del 30% del tiempo total en el compartimento estimulado en las dos sesiones de
condicionamiento, o aquellos cuya estancia durante la primera sesién fuese entre el
30 y el 50% y en la segunda menos del 30% del tiempo total en esa area. Y
finalmente se consideraron animales “Neutros” a aquellos que o bien un dia eran
“Positivos” y en la otra sesiéon de condicionamiento eran “Negativos”, o viceversa, o
aquellos que no mostraban una preferencia consistente por ninguna de las zonas del
laberinto (permanencia entre un 30 y un 50% del tiempo total en cada una de las

zonas laterales del laberinto).

De acuerdo con este criterio conductual utilizado para la clasificacion de los
animales en los distintos grupos, se incluyeron 4 animales en el Grupo Positivo, 5 en

el grupo Control Estimulado y 7 en el grupo Negativo.

- Segunda Fase: Efectos comportamentales de la administracion de Naloxona en animales
estimulados en el CeA.

El analisis estadistico llevado a cabo en esta segunda fase consistié en comparar
la proporciéon del tiempo de permanencia de los animales en el compartimento
asociado a la Estimulacion Eléctrica durante los dos ensayos de condicionamiento de
la primera fase y el tiempo de permanencia durante la segunda fase con Naloxona.
Para este analisis de los datos se utiliz6 un ANOVA unifactorial intrasujeto (Grafica

2.3).
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Grafica 2.3: Media del tiempo de permanencia (segs.) en el compartimento estimulando el CeA de
los dos ensayos de condicionamiento de la primera fase y tras la administracién de Naloxona.

Los resultados obtenidos en el ANOVA total indican que no existen diferencias

significativas de la interaccion entre los grupos [F(3, 19)=1.31; p<0,29] (Grafica 2.3).

El ANOVA individual llevado a cabo a cada grupo indica que ninguno de los
cuatro grupos muestra diferencias significativas, indicando que la Naloxona no

produjo ningun efecto (Grafica 2.3).

Un analisis descriptivo de los datos sugiere que tanto el Grupo “Positivo” como
el “Negativo muestra una moderada tendencia de la Naloxona para reducir las
propiedades apetitivas y aversivas, respectivamente, de la Estimulacién Eléctrica del
CeA, aunque no llegan a ser estadisticamente significativo [Grupo Positivo: F(1,

3)=0.87; p<0.41; Grupo Negativo: F(1, 6)=2.15; p<0.19] (Grafica 2.3).

DISCUSION

Los resultados del presente experimento demuestran que la Estimulacion
Eléctrica del CeA genera consistentes conductas de preferencia (Grupo Positivo) o
aversion (Grupo Negativo) hacia los estimulos del entorno con los que es asociada.
En estas pruebas aparece habitualmente otro grupo de animales experimentales
estimulados (Grupo Control Estimulado) que no muestra una tendencia definida de
preferencia o aversiéon (Grupo Neutro), a pesar de que su comportamiento es

también consistente entre sesiones.
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Por su parte, los animales del grupo “control no estimulado” (Grupo Control
Intacto) alternan entre los dos compartimentos del laberinto sin mostrar una
tendencia determinada, con una conducta inconsistente, en consonancia con el hecho
de que estos animales no reciben estimulacién y que en esta prueba se ha utilizado un

procedimiento de Condicionamiento hacia un Lugar no sesgado.

Generalmente, la Amigdala ha sido considerada como un sustrato neural
implicado en el procesamiento aversivo y el CeA, concretamente, se ha propuesto
como el sustrato critico para asociar la informacién aversiva con la emocién negativa

que genera (Nakagawa ez al., 2005).

De hecho, los resultados de estudios llevados a cabo con técnicas lesivas han
relacionado al CeA con el procesamiento negativo, y asi su bloqueo, ademas de
atenuar por ejemplo el CAL asociado con la retirada de morfina (Kelsey y Arnold,
1994; Watanabe e al., 2002b; Nakagawa ef al., 2005), impide la asociacién gusto-
viscero-aversiva en un modelo de Aprendizaje Interoceptivo Aversivo (Experimento

2, presente Tesis Doctoral).

Ahora los resultados de este experimento implican claramente al CeA en el
procesamiento aversivo y los efectos aversivos inducidos por su Estimulacion

Eléctrica parecen corroborarlo.

Por otra parte, las propiedades reforzantes observadas en algunos animales tras la
Estimulacion Eléctrica del CeA son también compatibles con los resultados
obtenidos por otras investigaciones que han puesto de manifiesto la implicacion de la
Amigdala (Everitt ez al., 2003; Waraczynski, 2003) y, concretamente, del CeA (Zhu y
Pan, 2004, 2005) en estas manifestaciones motivacionales. De hecho, algunos autores
consideran al subnucleo central amigdalino (CeA) como un sustrato neural esencial
en el aprendizaje de reforzamiento condicionado (Estimulo-Refuerzo) (Zhu y Pan,
2004, 2005). Asimismo, destacar la relevancia de sus conexiones con el Area
Tegmental Ventral y el Nucleo Accumbens en los los efectos reforzantes de algunas
drogas adictivas (DiChiara y North, 1992; Koob e a/, 1993, 1998; Naranjo ez al.,
2001; Georges y Aston-Jones, 2002; Hasue y Shammah-Lagnado, 2002; Baxter y
Murray, 2002; Gottfried ez al., 2003; Phillips ez al., 2003; See e# al., 2003).

Mas aun, se ha demostrado que algunos de los subnucleos amigdalinos, incluido
el CeA, sustentan la Auto-Estimulacion Eléctrica Intracerebral recompensante (Kane

et al., 1991; Panagis ez al.,, 1995; Touzani y Velley, 1998). De hecho, diversos estudios
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con c¢fos han mostrado que la Estimulacion Eléctrica de las principales zonas
cerebrales de refuerzo (por ejemplo, Hipotalamo Lateral) esta asociada a incrementos
en la actividad celular de algunos subnucleos amigdalinos, entre ellos, el CeA
(Arvanitogiannis ez al, 1996; Hunt y McGregor, 1998; Touzani y Velley, 1998;
Nakahara ez al., 1999).

Todo esto datos permiten suponer que la Estimulacién Eléctrica del CeA puede
activar sistemas neurobioldgicos proximos anatomicamente de refuerzo y aversion
que podrian ser disociados farmacolégicamente. Para examinar esta posibilidad se
llevé a cabo la Segunda Fase del presente experimento con la administracion de
Naloxona en animales estimulados eléctricamente en el CeA, sin que el antagonista
oplaceo produjese efecto alguno sobre los tres grupos de animales desarrollados
durante la Primera Fase. Esta ausencia de efecto de la Naloxona sugiere que las
propiedades aversivas/reforzantes inducidas por la activacién del CeA no implica la

participacion del Sistema Opiaceo.

En resumen, los datos obtenidos en este experimento muestran que la
Estimulacion Eléctrica del CeA puede generar preferencias o aversiones hacia los
estimulos del entorno con los que se asocia. Esta estimulacion podtfa actuar como
sustituto de procesos biolégicos atn no determinados. La administraciéon de
Naloxona no altera ninguno de los efectos comportamentales inducidos por dicha
estimulacion, lo cual sugiere que en esta region amigdalina el Sistema Opiaceo no
parece ser esencial. Sin embargo, el CeA esta considerado como una regiéon implicada
en la accién de las drogas de abuso y en los efectos asociados con la retirada de éstas,
una manifestacion comportamentel de recompensa y aversion que ha quedado
demostrada en el presente experimento a través de la Estimulacion Eléctrica
Intracerebral, pero que parece ser mediada por mecanismos neuroquimicos distintos

a los opiaceos.
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EXPERIMENTO 4: Efectos motivacionales de la Estimulacion
Eléctrica del Nucleo Parabraquial Lateral Externo (PBle) en una
tarea de Condicionamiento Concurrente hacia un Lugar: Bloqueo

del efecto reforzante mediante la administracion de Naloxona.

El objetivo del presente experimento es examinar si los resultados obtenidos en
el experimento anterior, en los cuales se observa que la administracvion de Naloxona
no logra interrumpir los efectos motivacionales inducidos mediante Estimulacion
Eléctrica  del CeA, podrfan deberse a que las  manipulaciones
procedimentales/quirargicas y neuroquimicas que se realizaron en el Expetimento 3
eran inapropiadas en algin sentido o si, por el contrario, los datos obtenidos reflejan

realmente la escasa relevancia del Sistema Opiaceo en la region amigdalina del CeA

Parece bien establecido que la Estimulacion Eléctrica Intracerebral puede inducir
efectos aversivos a través de la activacion de estructuras tales como el Area Postrema
en tareas de Aprendizaje Interoceptivo Aversivo (Gallo ef al., 1988; Agtero et al.,
1993a), un efecto que puede ser bloqueado mediante lesiones del Complejo

Parabraquial lateral (Agiiero ef al., 1993a).

Mas aun, se ha demostrado la activacion del PBle, junto a otras estructuras
cerebrales, tras la administraciéon de varios estimulos habitualmente utilizados para
inducit AAvG como, por ejemplo, el NaCl hipertonico (Kobashi ez al, 1993) o el
LiCl (Yamamoto ¢z al., 1992; Gu et al., 1993; Swank y Bernstein, 1994).

De hecho, las lesiones de esta region PBl impide el AAvG asociado con la
administracion de morfina (Bechara e al, 1993; Nader e al, 1996) y, mas
especificamente, las lesiones del PBle interrumpen el AAvG inducido mediante la

administraciéon de NaCl hipertonico (Mediavilla e7 /., 2000).

Por otra parte, se ha demostrado que la Estimulaciéon Eléctrica del PBle provoca
tanto aversiones como preferencias hacia los estimulos olfatorios-gusto-viscerales

con los que es asociada (Simén ef al., 2007).

Ademas, existen estudios inmunohistoquimicos con ¢-fos que muestran, entre las
numerosas regiones afectadas, la activacion del PBle tras la administracion de
diversas drogas de abuso (por ejemplo, cocaina, morfina y anfetaminas) asi como de
sustancias nutritivas (por ejemplo, glucosa y lactosa) que actuarfan como
reforzadores (Sakai y Yamamoto, 1997; Wang ¢f al., 1999; Yamamoto y Sawa, 2000a).
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En este sentido, se ha observado un incremento en el consumo de soluciones
apetitivas tras el bloqueo de los receptores opidceo k y/o la administracion

simultanea de agonistas especificos de los receptores | en esta zona parabraquial

(Moufid-Bellancourt ¢# al., 1990).

Por su parte, las lesiones especificas del PBle interrumpen el aprendizaje de
preferencias gustativas, cuando se utiliza como estimulo visceral la administracion
intragastrica de productos reforzantes (Aprendizaje Apetitivo Gustativo, AApG)
(Sclafani ez al., 2001; Zafra et al., 2002), todo lo cual sugiere que el PBle puede estar

implicado tanto en los procesos aversivos como recompensantes.

En efecto, el Complejo Parabraquial ha sido relacionado estrechamente con el
Sistema Opiaceo y asi se ha comprobado que el PBI (incluido el PBle) es una
estructura densamente inervada por vias extrinseca y neuronas intrinsecas que
sintetizan neuropéptidos opiaceos (Finley ez al., 1981; Fallon y Leslie, 1986; Standaert
et al., 1986; Moga et al., 1990; Riche et al, 1990; Moufid-Bellancourt ez al., 1996;
Wolinsky ez al., 1996; Gutstein ez al., 1998; Chambetlin ez al., 1999; Martin-Schild ez al.,
1999). En esta region se ha detectado una alta densidad de receptores opiaceos L, 8 y
k (Atweh y Kuhar, 1977; Lynch e# al., 1985; Sales ¢z al., 1985; Mansour 7 al., 1995a, b;
Ding et al, 1996; Chamberlin e al, 1999), con receptores p localizados
fundamentalmente en los nucleos PBle, PBI central y PBm, mientras que los del tipo

d y k han sido situados tanto en la zona PBI dorsal como en PBI ventral (Lynch 7 al,

1985; Mansour ¢z al., 1995a, b; Ding ez al., 1990).

De acuerdo con todo lo anterior, el objetivo del presente experimento pretende
comprobar si, a diferencia de los resultados obtenidos en el estudio previo, ahora la
Estimulacion Eléctrica del PBle induce aversiones o preferencias por los lugares con
los que se asociaba y si estos efectos motivacionales pueden ser bloqueados mediante
la administracién subcutanea de un antagonista opiaceo (Naloxona) (Simoén er 4k,
2007). El bloqueo de los efectos reforzantes implicaria, a modo de control, que las
manipulaciones procedimentales/quirtrgicas y neuroquimicas que se tealizaron en el
experimento anterior (Experimento 3) no explicarfan la ineficacia de la Naloxona

para bloquear los efectos de la Estimulacion Eléctrica del CeA.
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MATERIALES Y METODO
SUJETOS

Se emplearon 27 ratas de la raza Wistar procedentes del animalario de la
Universidad de Granada, cuyos pesos, al comenzar el procedimiento quirdrgico,
estaban comprendidos entre 270 y 320 g. De estos animales 20 fueron implantados y

7 tueron utilizados como controles (intactos).

Todos los animales fueron alojados en jaulas plexiglas de 30x30x30 cm. (de
caracteristicas similares a las descritas en el Capitulo Iy en el Experimento previo de
esta Tesis Doctoral) y mantenidos con comida y agua ad /ibitu durante la semana de
habituacién previa a la cirugfa. Las condiciones ambientales de luz y temperatura
fueron mantenidas constantes dentro del mismo rango descrito para los
experimentos previos. L.as manipulaciones experimentales se llevaron a cabo durante

el periodo de luz.
PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

- Implante de un electrodo intracerebral en el Nicleo Parabraquial Lateral Externo

(PBle):

Las coordenadas utilizadas para acceder al PBle fueron AP= -0.16; L= +2.5; V=

+3.0; a partir del “indice de referencia interaural (Paxinos y Watson, 1980).

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

a) Exploracién de los paramentros eléctricos previa al Condicionamiento:

La exploraciéon previa al condicionamiento fue similar al la descrita para el

Experimento 3 del presente Capitulo. La intensidad de la corriente que recibieron los

animales en el PBle oscil6 entre 60 y 170 pA. (Media: 94 pA.).

b)  Condicionamiento de Preferencia hacia un Lugar (CPL):

El Condicionamiento de preferencias consta de dos fases (Primera Fase: Preferencias
inducidas mediante Estimulacion Eléctrica del PBle en una tarea de Condicionamiento Concurrente
hacia un Lugar; Segunda Fase: Efectos comportamentales de la administracion de Naloxona en
animales estimulados en el PBle), idénticas a las descritas para el Experimento 3 del

presente Capitulo.
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HISTOLOGIA

Concluido el experimento, los animales fueron perfundidos de manera analoga a
la descrita en el Experimento 3 del presente Capitulo. Se obtuvieron secciones
coronales del cerebro, con un grosor de 50 micras, que fueron montadas y tefiidas

siguiendo el procedimiento descrito en el Experimento 2 de esta Tesis

(Fotografia 2.0).
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Fotografia 2.6: Localizacion del electrodo intracerebral implantado en el PBle, tomando como
referencia el atlas neuroanatémico de Paxinos y Watson (1986).
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RESULTADOS

- Primera Fase: Preferencias inducidas mediante Estinmulacion Eléctrica del PBle en una tarea de

Condicionamiento Concurrente hacia un Lugar.

De los 20 animales a los que se implant6 un electrodo en el PBle, 2 tuvieron que
ser excluidos porque presentaban conducta de giro y 3 porque se les desprendio el

implante, con lo cual quedaron 15 animales implantados.

ILa comparacion de la ejecucion de los animales experimentales en las dos
sesiones de condicionamiento (CLP1 y CPL2) llevadas a cabo en el Laberinto
Modelo 1 (Fotografia 2.3), podemos observar una correlacion significativa entre
estos dos dias (R= 0,77; p<0,001), igual a la observada en el Experimento 3 del
presente Capitulo, lo cual significa que su conducta de preferencia o evitacion por el

lugar estimulado es consistente (Grafica 2.4).
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Grafica 2.4: Matriz de correlacion de los sujetos del Grupo “Implantado” del PBle con respecto a
la proporcién de tiempo de permanencia en el compartimento Estimulado del Laberinto Modelo 1
en cada una de las dos sesiones de condicionamiento.

Por su parte, los animales del Grupo Control ‘sin estimulacién’ (intactos),
alternan entre ambos laterales del corredor (R= -0,057; p<0,95), sin que se

observaran preferencias por una u otra zona del laberinto (Grafica 2.5).
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Grafica 2.5: Matriz de correlacion para los sujetos del Grupo Control Intacto del PBle respecto a
la proporcion de tiempo que permanecen en uno de los dos compartimentos, seleccionado al
azar, en cada una de las dos sesiones de condicionamiento de la primera fase.

De acuerdo con el criterio conductual utilizado en el Experimento 3 para la
clasificacion de los animales en los distintos grupos, se incluyeron 7 animales en el

Grupo Positivo, 4 en el Grupo Control Estimulado y 4 en el Grupo Negativo.

- Segunda Fase: Efectos comportamentales de la administracion de Naloxona en  animales
estimulados en el PBle.

Al igual que en el Experimento 3, el analisis estadistico llevado a cabo en esta
segunda fase se realiza a partir de la proporcion del tiempo de permanencia de los
animales en el compartimento del Laberinto Modelo 2 (Fotografia 2.4) asociado a la
Estimulacion Eléctrica durante los dos ensayos de condicionamiento de la primera
fase. Para el analisis de los datos se utilizo6 un ANOVA unifactorial intrasujeto. Los

resultados de esta Fase se resumen en la Grafica 2.6:
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Grafica 2.6: Media del tiempo de permanencia (segs.) en el compartimento estimulando el PBle
de los dos ensayos de condicionamiento de la primera fase y tras la administracion de Naloxona.

Los resultados obtenidos en el ANOVA global indican diferencias significativas
de la interaccién entre los grupos [F(3, 17)=8.40; p<0,001] (Grafica 2.6). El analisis
individual de cada uno de los grupos muestra que sélo el Grupo Positivo presenta
diferencias significativas cuando se compara la media del tiempo de permanencia en
el compartimento estimulado durante de la primera fase experimental y tras la
administraciéon de Naloxona. Este dato indica que la administracién de Naloxona
bloquea la preferencia inducida por la Estimulacién Eléctrica del PBle [F(1, 6)=16,14;
p<0,007] (Grafica 2.06).

En el caso del Grupo Negativo, la Naloxona reduce la aversién producida por la
Estimulacion Eléctrica del PBle, aunque ahora, en parte por el reducido numero de
animales, las diferencias no alcanzan significancia estadistica [F(1, 3)=1,80; p<0,27]

(Grafica 2.6).

Esta ausencia de efecto de la Naloxona también se observa tanto en el Grupo
Control Estimulado [F(1, 3)=0.00; p<0,98] como en el Control No Estimulado
(Intacto) [F(1, 5)=4,68; p<0,08], siendo ambas diferencias no significativas (Grafica
2.6).
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DISCUSION

Los resultados de la Primera Fase del presente experimento ponen de manifiesto
que la Estimulaciéon Eléctrica del PBle genera conductas de preferencia (Grupo
Positivo) y efectos aversivos (Grupo Negativo) hacia los estimulos del entorno con
los que es asociada, un resultado que es consistente a través de las dos sesiones de
Condicionamiento. Ademas, aparece un grupo de animales experimentales
estimulados (Grupo Control Estimulado) que no muestra una tendencia clara de

preferencia.

Por su parte, los animales del grupo ‘control sin estimulaciéon’ (Grupo Control
Intacto) alternan entre los dos compartimentos del laberinto sin mostrar una
tendencia de preferencia definida e inconsistente, algo que cabria esperar si se tiene
en cuenta que estos animales no reciben estimulaciéon y que se ha utilizado un

procedimiento de Condicionamiento no sesgado.

Estos datos reproducen los resultados obtenidos en diversos estudios llevados a
cabo en este laboratorio con este mismo modelo de Condicionamineto hacia un

Lugar y también dentro del Aprendizaje Gustativo (Simon ez al., 2007).

Estos resultados son compatibles con otros obtenidos previamente en este
mismo laboratorio y en los que las lesiones del PBle bloquean el AAvG Concurrente
asociado con la administracién de NaCl hipertonico (Mediavilla e# a/, 2000). Otros
laboratorios han conseguido resultados parecidos utilizando tareas de
Condicionamiento Aversivo tanto Gustativo (AAvG) como hacia un Lugar (CAL),
aunque con lesiones menos especificas del PBI (que supuestamente incluyen el PBle)

utilizando morfina (Bechara ez al., 1993; Nader ¢7 al., 1990).

Mas atn, la Estimulacién Eléctrica del Area Postrema ha sido utilizada como
agente aversivo del Aprendizaje Interoceptivo Aversivo (Gallo ez al., 1988; Agiiero ez
al, 1993a), un efecto que puede ser bloqueado mediante lesiones amplias del

Complejo Parabraquial lateral (que al parecer incluye el PBle) (Agtiero ¢z al., 1993a).

Por otra parte, los resultados del presente experimento sugieren que el PBle
participa también en procesos de recompensa cerebral (Simoén et al, 2007), un
resultado compatible con observaciones previas en las que se ha observado
activaciéon del PBle (y otras muchas 4areas cerebrales) tras la administracién

intragastrica de nutrientes (por ejemplo, lactosa, sacarosa, glucosa, maltosa o
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policosa) (Sakai y Yamamoto, 1997; Wang e a/., 1999; Yamamoto y Sawa, 2000a) o
de sustancias apetitivas (por ejemplo, sacarina) (Yamamoto e¢f al., 1994; Yamamoto y
Sawa, 2000b), asi como tras la administracién de diversas drogas de abuso (por
ejemplo, cocaina, morfina y anfetaminas) (Sakai y Yamamoto, 1997; Yamamoto y
Sawa, 2000a, b; Grabus ¢ a/, 2004). Por el contrario, tanto las lesiones del Area
Parabraquial en general, incluyendo el PBle (Edwards y Ritter, 1989), o lesiones
especificas del PBle (Zafra er al, 2002), interrumpen la preferencia por comida
apetitosa o por estimulos gustativos asociados previamente con la administracién

intragastrica de comida predigerida reforzante, respectivamente.

Sin embargo, existen estudios que no han podido demostrar la participacion de la
region parabraquial lateral en los procesos de refuerzo (Bechara ef al., 1993; Jaeger y

Van der Kooy, 1996).

Finalmente, los resultados del presente experimento incluyen un grupo de
animales en el que no se manifiesta una clara preferencia o aversién por una
determinada localizacion del laberinto, sugiriendo que la Estimulacion Eléctrica es
ineficaz, o mas probablemente, que pueda estar activando simultineamente sistemas
que codifican aspectos motivacionales positivos y negativos (Simoén ez al, 2007).
Tedricamente, una modificaciéon en los parametros de la Estimulacion Eléctrica
utilizados podria hacer que los animales se decantaran por uno u otro
compartimento, algo similar a lo que se puede observar tras la utilizacion de
diferentes dosis de una determinada droga, o también, al actuar sobre distintos tipos
de receptores de una misma célula. Estas ultimas posibilidades, de todos modos, no

han sido examinadas por el momento.

Mas aun, los resultados de la Primera Fase del presente experimento son
compatibles con la idea de que esta misma estructura estarfa implicada tanto en los
procesos motivacionales positivos como en los negativos (Salamote, 1994;
Yamamoto et al., 1994; Reynold y Berridge, 2002). De hecho, la estimulacién quimica
diferencial de los receptores B y K del PBl mostré que inducia preferencias y
aversiones, respectivamente, en funcién de los sistemas activados (Moufid-

Bellancoutrt e al., 19906).

En la Segunda Fase del presente experimento se examinan los efectos reforzantes
de la administracion subcutanea de Naloxona en animales estimulados eléctricamente

en el PBle (Simén ez al., 2007).
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La administracién de Naloxona provoca el bloqueo del efecto recompensante de
la Estimulaciéon Eléctrica de manera que los animales Positivos se comporten de

manera similar a los animales Negativos. L.a Naloxona, aunque es un antagonista

oplaceo no selectivo, ejerce sus efectos a través de lo receptores opiaceos b (Skoubis

et al, 2001), por lo que es probable que bloquee la accién reforzante de la

Estimulacion Eléctrica del PBle a través de los receptores opiaceos .

Sin embargo, los antagonistas opiaceos no bloquean los efectos recompensante
producidos ni por la administraciéon intragastrica de carbohidratos (Azzara ef al,
2000) ni por el sabor dulce de la fructosa (Baker ez a/, 2004), aunque si reducen las
preferencias por soluciones apetitivas tales como la sacarina o la sacarosa (Le

Magnen et al., 1980; Levine ez al., 1982; Agmo et al., 1995).

Por otro lado, estudios de Condicionamiento hacia un Lugar muestran que los
antagonistas opiaceos, ademas de provocar aversion (CAL) hacia el lugar con el que
se asocian, inhibe la preferencia (CPL) inducida por morfina (Mucha e# al, 1982;
Shippemberg y Elmer, 1998; Manzanedo ef al., 2001b).

En resumen, todos estos resultados abogan por una implicaciéon del Sistema
Opiaceo en el procesamiento hedénico apetitivo (Bozarth y Wise, 1981; Stolerman,
1985; Kelley ef al., 2002; Cardinal e al., 2004; Simén ef al., 2007), aunque hay algunos
estudios que también sugieren un papel relevante de los opiaceos en el

procesamiento aversivo (Bechara ez al., 1993; Huang e al., 1995).

Existen estudios que han puesto de manifiesto la implicaciéon del Complejo
Parabraquial en los procesos aversivos inducidos por los opiaceos, demostrandose la
existencia de neuronas del Complejo Parabraquial implicadas en el procesamiento del
dolor que pueden ser activadas mediante la administraciéon de morfina (Huang ez a/,

1995).

Esta ausencia de efecto de la Naloxona sobre las propiedades aversivas de la
estimulacién del PBle puede ser debida al escaso numero de animales que mostraron
aversion espacial por dicha estimulacién (4 animales), en comparaciéon con los 7
animales que mostraban preferencia por el lugar estimulado. Esta explicacién es
plausible con la moderada tendencia que muestra este Grupo Negativo en un analisis

descriptivo de la grafica de resultados (ver Grafica 2.6).

130



Por lo tanto, la posible implicaciéon del Sistema Opidceo tanto en procesos
aversivos como apetitivos corrobora los resultados obtenidos por este laboratorio en
los cuales se mostraba que la activacion del PBle mediante Estimulaciéon Eléctrica
producia aversiones y/o preferencias tanto por los sabores como por los lugares
asociados, siendo los efectos apetitivos hacia un lugar bloqueados mediante la
administracién de un antagonista opiaceo (Naloxona) (Simén ef al, 2007). Un
resultado similar fue producido por otro laboratorio que mostré bloqueo de
preferencias hacia un lugar inducidas por sacarosa con antagonistas tanto opiaceos
como dopaminérgicos (Agmo ez al., 1995). El efecto comun de estos dos antagonistas
de sistemas neuroquimicos distintos (opidceos y dopamina) no hace mas que

subrayar la importancia de la interaccioén entre ambos sistemas.

En conclusion, los datos obtenidos en el Experimento 4 del presente Capitulo
demuestran que la Estimulaciéon Eléctrica del PBle genera tanto preferencias como
aversiones por los estimulos espaciales con los que se asocia. Esta estimulacion
actuarfa como un sustituto de los procesos bioldgicos que atn han de ser
determinados. El efecto recompensante de la estimulacién fue completamente
bloqueado mediante la administracién de Naloxona, mientras que el efecto aversivo
tiende a dicha supresion. Ademas, el PBle, el cual ha sido propuesto como una region
en la cual actuarfa las drogas relacionadas con recompensa y con la ingesta de
comida, esta también implicado en el procesamiento de las recompensas de la
comida natural, asi como en el procesamiento aversivo de sustancias toxicas y, como
ha quedado demostrado en el presente experimento, en la induccién artificial de
recompensas y aversiones generadas por la Estimulaciéon Eléctrica Intracerebral a

través de mecanismos neuroquimicos opiaceos.
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CAPITULO IlI:

EL EJE ANATOMICO VAGAL-PARABRAQUIAL-AMIGDALINO
EN LA NUTRICION A CORTO PLAZO: RELEVANCIA DEL
SISTEMA OPIACEO
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La ingesta de alimentos es un proceso comportamental complejo que implica
factores centrales y periféricos (Berthoud, 2008; Woods, 2009; Berthoud y
Minzberg, 2011). Estos sistemas regulan comportamientos tales como el volumen de
la ingesta de comida, en unos aumentando o manteniendo la ingesta actual (Davis y
Levine, 1977; van Vort y Smith, 1983; Sclafani, 1995) y en otros suprimiendo la
ingesta de comida o acelerando los procesos de Saciacion (Deutsch, 1985; Friedman,

1991; Grennberg, 1996; Baird ez al., 2001a, b).

Se considera que el proceso de Saciacion a Corto Plazo, responsable de la
finalizacion y del volumen de la ingesta, parece depender particularmente de sefiales
neurales que se originan a diferentes niveles del tracto gastrointestinal y son
rapidamente transmitidas al Sistema Nervioso Central (Blundell ¢# a/, 1996; Schwartz
et al., 1999; Schwartz, 2000). Este procesamiento se lleva a cabo fundamentalmente a
través del Nervio Vago (Gonzélez y Deutsch, 1981; Louis-Sylvestre, 1983; Schwartz
y Moran, 1996; Phillips y Powley, 1998; Schwartz ¢ al., 1999; Schwartz, 2000; Peters
et al., 2006; Berthoud, 2008) y, a través del area caudal del Nucleo del Tracto Solitario
(NTSc) (Hyde y Miselis, 1982; Shapiro y Miselis, 1985; Norgren y Smith, 1988;
Altschuler ez al., 1989, 1992; Barraco ez al., 1992), hacia el area Parabraquial Lateral
(PBl) (Loewy y Burton, 1978; Herbert ez al, 1990) y, mas especificamente, al
subnucleo Parabraquial lateral externo (PBle) (Loewy ez a/ 1990; Jia e al., 1994; Saper,
1995). Esta via visceral vagal proyecta al Talamo (Yamamoto et al, 1992) y la
Amigdala (Saper y Lowey, 1980; Moga ¢# al., 1990; Yamamoto ez al., 1992; Yamamoto
et al., 1993, Jia et al, 1994), especialmente al Subnucleo Central Lateral (CeL)
(Bernard ez al, 1993; Jia et al., 1994; Bourgeais ef al, 2001), y, finalmente de manera
masiva y a través de la via extratalamica, hacia la porcion caudal de la Corteza Insular

Gustativa (CIGc) (Ito, 1992, 1994) (ver Figura 0.3).

Asi, el PBle y su relevo limbico (CeL), pueden actuar como diana cerebral de las
aferencias viscero-sensoriales de segundo orden y donde la informacién nutritiva
finaliza o puede interactuar fisiolégicamente (Hermann y Rogers, 1985; Baird e/ al.,

2001a, b; Karimnamazi ef al., 2002).

Estas conductas regulatorias de caracter nutritivo han sido relacionadas con
distintos sistemas neuroquimicos, entre ellos, el Sistema Opidceo (Stapleton et al.,
1979; Kirkham y Blundell, 1984, 1986; Carr ¢# al., 1991; Higgs y Cooper, 1997; Glass
et al., 1999b; Zhang y Kelley, 2000; Richardson ef a/., 2005).
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En general, parece bien establecido que la manipulaciéon del Sistema Opiaceo
cerebral afecta el consumo de comida y liquidos, aumentandolos en el caso de los
agonistas y disminuyéndolos si se utilizan farmacos antagonistas (Kirkham y
Blundell, 1984, 1986; Cart et al., 1991; Parker et al., 1992; Giraudo e al., 1998; Ferraro
et al., 2002; Frisina y Sclafani, 2002; Zhang y Kelley, 2002). Segin algunos autores
estos resultados implican la participaciéon de procesos recompensantes orosensoriales
(Hipotesis Hedonica) (Cooper, 1980, 1983; Kirkham y Cooper, 1988a, b; Parker e7 al.,
1992; Kanarek ez al., 1997; Yeomans y Gray, 1997; Yu et al., 1999; Kelley ez al., 2002;
Richardson ef al., 2005), mientras que alternativamente otros investigadores sugieren
que dichos resultados sugieren la implicacion del Sistema Opiaceo en los procesos
post-ingestivos de la comida (Hipotesis Energética) (Beczkowska ez al., 1992, 1993;
Schwarz-Stevens ¢t al., 1992; Glass ez al., 1999a, b; Glass ¢z al., 2001; Frisina y Sclafani,
2002).

Estos efectos se han observado tras la administracion especifica de los opiaceos
en una gran variedad de centros cerebrales relacionados con la ingesta, entre otros, el
Complejo Parabraquial (Lynch ez a/, 1985; Majeed ef al., 1986; Mansour e al., 1988,
Carr et al., 1991; Robert et al., 1991; Moufid-Bellancourt y Velley, 1994; Wolinsky ez
al., 1996; Nicklous y Simansky, 2003; Wilson ez al., 2003) y el CeA (Li y Rowland,
1993; Kelsey y Arnold, 1994; Giraudo ef al., 1998; Swanson y Petrovich, 1998; Glass
et al., 2000; Gracy et al., 2001; Le Guen et al., 2001; Frenois ez al., 2002; Watanabe e7
al., 2002b).

De acuedo con todo lo anterior, el objetivo del presente Capitulo ha sido analizar
la implicacion del eje neuroanatomico Vago-PBle-CeL. en estos procesos nutritivos y
su relacién con el Sistema Opiaceo. Asi, este Capitulo consta de 3 experimentos
independientes, en los que se analiza sucesivamente la implicacion del Nervio Vago y
del PBle en la nutriciéon a Corto y Largo Plazo (Experimento 5), la implicaciéon del
PBle en la regulacion del volumen de la ingesta a través de la técnica de extraccion
intragastrica parcial (“Pumping-out”) y que aparentemente se procesarfan mediante
mecanismos nutritivos de procesamiento rapido, a Corto Plazo (Experimento 0).
Finalmente, se examinara la relevancia del Sistema Opiaceo en los efectos nutritivos
(a Corto Plazo) inducidos mediante lesiones electroliticas del PBI, del PBle o del CelL

(Experimento 7).

136



EXPERIMENTO 5: Participacion del Nervio Vago y del Nucleo
Parabraquial Lateral Externo (PBle) en la Nutricion a Corto y a

Largo Plazo.

Distintas investigaciones han demostrado que el Nervio Vago es esencial en la
ingesta de comida a Corto Plazo (Snowdon y Epstein, 1970; Mordes ez al, 1979;
Gonzalez y Deutsch, 1981; Davis e a/., 1994; Phillips y Powley, 1998; Furness ef aL.,
2001; Date et al., 2002; Zafra et al., 2003, 2004) y en la regulacién hidromineral (Kraly
et al., 1975; Smith y Jerome, 1983; Sakaguchi y Yamazaki, 1980).

Con respecto a la Saciaciéon a Corto Plazo, la participacion del Nervio Vago ha
sido estudiada desde diferentes aproximaciones experimentales, por ejemplo,
analizando el patréon de ingesta de los sujetos vagotomizados (Snowdon, 1970;
Mordes ez al., 1979; Gonzalez y Deutsch, 1981; Smith e al, 1981; Kral, 1983; Sclafani
y Kramer, 1983; Furness e al., 2001; Date ez al., 2002). Sin embargo, los resultados,
frecuentemente contradictorios, observados en estos estudios han sido explicados en
términos de diferencias en el periodo de recuperacion o de las distintas dietas
utilizadas (Kelly ez a/, 1999). Asi, en los estudios con largos periodos de recuperacion
se produce un sobreconsumo en las dietas no familiares, que se normaliza en
posteriores exposiciones a esa dieta (Castonguay y Bellinger, 1987; Chavez ef al,
1997; Kelly ez al, 1999). Esta recuperacion o normalizaciéon de la ingesta ha sido
explicada a través de un mecanismo de Saciedad Condicionada, segun el cual el
animal habria aprendido, por un proceso asociativo, el valor calérico de la comida
(Treit y Spetch, 1986) o también por la acciéon de mecanismos redundantes, esto es,
vias sensoriales independientes a la accion de la Vagotomia (Chavez ez al., 1997; Kelly

et al., 1999).

Por otro lado, cuando la ingesta de comida se lleva a cabo inmediatamente
después de la Vagotomia se produce el aumento de la ingesta de alimento sélido y
liquido durante las primeras horas transcurridas desde su presentacion tras la
intervencion quirdrgica (6, 12 'y 24 horas; a Corto Plazo), pero no posteriormente (48
y 72 horas; a Largo Plazo); y ello independientemente de la novedad de la dieta
(Phillips y Powley, 1998; Zafra ef al., 2003, 2004). En este caso, la interrupcion de las
aferencias viscerales habria alterado los procesos de Saciacién a Corto Plazo para que
posteriormente otros factores independientes a las fibras afectadas desempefien un
papel regulatorio, compensando y contrarrestando los déficits producidos por la
lesion de las fibras vagales (Zafra ez al., 2003).
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Asi pues, estos datos sugieren que los animales desaferentados vagalmente
muestran dificultad para regular el proceso de Saciacion a Corto Plazo, bien porque
carecen de experiencia previa (dieta no familiar) (Chavez et al., 1997; Kelly e al., 1999,
2000) o bien porque, aunque tengan experiencia previa (dieta familiar), las aferencias
sensoriales necesarias no estan disponibles (Phillips y Powley, 1998; Zafra ez al., 2003,
2004).

En este sentido, esta ampliamente documentado la implicacion de las aferencias
vagales en la deteccion de sefiales mecanorreceptoras y quimiorreceptoras
procedentes de distintos segmentos del Tracto Gastrointestinal (Gonzalez y Deutsch,
1981; Ritter e al, 1994), cuyos primeros relevos se situan en la zona intermedio-
caudal del N'TS (N'TSc), los cuales, a su vez, proyectan hacia la parte interna del PBle,
asf como hacia el subnucleo dorsomedial del NTS que inerva la parte externa del
PBle (Fulwiler y Saper, 1986; Herbert ¢f al., 1990; Jia et al., 1994; Karimnamazi e/ al.,
2002), lugar donde se concentran las fibras que transportan la informacién viscero-

quimiosensorial (Bernard ez al,, 1993) (ver Figura 0.3).

De hecho, algunos estudios neurofisiolégicos, han demostrado la sensibilidad de
las neuronas del PBle tras diversas manipulaciones de indole visceral como, por
ejemplo, de la distension gastrica, una importante sefial sensorial relacionada con los
mecanismos de Retroalimentacion Negativa implicados en el proceso de Saciacién
(Suemori ef al., 1994; Baird ez al., 2001a, b; Berthoud ez a/., 2001; Vrang ez al., 2003;
Mazda et al., 2004).

De conformidad con estos datos, diversos experimentos llevados a cabo en este
laboratorio han demostrado que las lesiones del PBle interrumpen el aprendizaje
discriminativo gustativo, tanto en el caso de la administraciéon intragastrica de
sustancias nocivas (AAvG) (Mediavilla ez /., 2000) como de productos reforzantes
(alimentos predigeridos) (AApG) (Zafra et al, 2002). Es decir, la participacion del
PBle parece ser relevante cuando las demandas temporales de la tarea son estrictas
(Mediavilla ez al., 2000; Zafra et al., 2002). En efecto, se ha demostrado que la lesion
del PBle impide la adquisicién del AAvG y del AApG Concurrente (a Corto Plazo),
presumiblemente por interrumpir la transmisioén de la informacion viscero-sensorial

ascendente procedente del Nervio Vago (Mediavilla ez /., 2000; Zafra et al., 2002).

Ademais, el PBle es una de las zonas de actuacién de diversas sustancias
relacionadas con el control y regulacion de la ingesta, como, por ejemplo, el
Mercaptoacetato, el  2,5-AM, el Neuropéptido-Y, la Fenfluoramina, la
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Colecistoquinina, la Secretina o los Opiaceos (Li y Rowland, 1993, 1994, 1995; Ritter
et al., 1994; Elmquist ez al., 1997; 1998; Rowland ez a/., 2000; Trifunovic y Reilly, 2001;
Cheng ez al., 2011). De hecho, las lesiones del PBI (que incluyen al PBle) bloquean las
acciones de estos agentes farmacologicos o endocrinos sobre la ingesta (Calingasan y
Ritter, 1993; Trifunovic y Reilly, 2001; Becskei e a/, 2007). Mas ain, la activacioén del
PBI tras la administracién de estos agentes junto con la modificacién de la ingesta
que éstos inducen puede ser bloqueada o atenuada tras la aplicacion de Vagotomias
(Smith ez al, 1981; Ritter ef al, 1994; Li y Rowland, 1995; Horn ez al, 2001; Yang ez
al., 2004; Abbott ez al., 2005).

De acuerdo con estos planteamientos, en el presente experimento se analizo la
ingesta de comida soélida y liquida a Corto y Largo Plazo en dos grupos de animales:
uno vagotomizado y otro con lesion del PBle. En el grupo de animales
vagotomizados se indujo la desaferentacién viscero-sensorial vagal mediante la
administraciéon de Capsaicina (Zafra ef al., 2003), que ha sido la técnica quirdrgica mas
reciente para inducir Vagotomias (Jancsé e al, 1987; Raybould y Taché, 1989;
Hoélzer, 1991; Berthoud y Neuhuber, 2000; Blackshaw ez a/., 2000). De acuerdo con
los estudios previos cabria esperar que los animales capsaicinados manifestaran una
mayor ingesta de comida sélida y liquida en las primeras exposiciones (al carecer de
las fibras viscero-sensoriales vagales encargadas de los procesos de Saciacién a Corto
Plazo). En las posteriores exposiciones nutritivas podrian producir una
compensacioén probablemente a través de mecanismos regulatorios redundantes que
utilizarfan otras vias o a través de fibras de la via vagal resistentes a la Capsaicina

(Zafra et al., 2003).

Por su parte, los animales con lesiones del PBle, un ntcleo
troncoencefalico donde se procesan las aferencias viscero-sensoriales del
Nervio Vago (Bernard ef al., 1993), mostrarian también un aumento sélo en la
ingesta a Corto Plazo de comida sélida y liquida, al haber interrumpido los

procesos de Saciacion a Corto Plazo.

MATERIALES Y METODO

SUJETOS

Se utilizaron 42 ratas Wistar con una media de peso corporal de 293.2 g. al

principio de los experimentos. Las ratas fueron aleatoriamente distribuidas en dos
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grupos: Grupo 1: grupo Capsaicinado (n=12) y su grupo Control (n=10); y Grupo 2:
grupo lesionado en el PBle (n=10) y su grupo control (n=10).

Todos los animales fueron alojados individualmente en jaulas de metacrilato de
30x15x30 y mantenidos en unas condiciones de temperatura que oscilaba entre 22°-

25°% con ciclos de luz-oscuridad de 12:12 horas y con libre acceso a agua y comida

(Panlab, S.L., Barcelona).

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO
- GRUPO 1 (Animales Capsaicinados):

El tratamiento de Capsaicina perivagal fue llevado a cabo siguiendo un
procedimiento modificado del método usado por Raybould y Taché (1989). Los
animales fueron anestesiados con Pentotal Sédico (46.3 mg/kg., i.p.; Tiopental
Sédico, Abbot Laboratories) y sometidos a una incisiéon de 3 cm. en la linea media de
la pared abdominal. El es6fago qued6 expuesto y con el maximo cuidado fué
colocado sobre una lamina de parafina alrededor de los tejidos a fin de minimizar la
propagacion de la Capsaicina (Fluka, 98%). A continuaciéon el eséfago fue rodeado
con un algodén que habia recibido una soluciéon de Capsaicina (1 mg. de Capsaicina
disuelto en un ml. de vehiculo: 10% Tween 80 en acecite de oliva), proceso que era
repetido cada 5 min. La cantidad total de Capsaicina aplicada fue de 1 ml. por animal.
Transcurrido el periodo de 30 min. que duraba la aplicacién de Capsaicina el area era
lavada con una solucion salina y secada con material estéril. Finalmente la incision era
cerrada con varios puntos de sutura y se aplicaba un antiséptico en la herida
(Betadine, Sarget Lab.). La administraciéon intramuscularmente de 0,Iml. de
Penicilina (1. 000.000 IU, Penilevel, Lab. Ern, Barcelona, Espafia) con fines

profilacticos pone fin al proceso.

El procedimiento quirdrgico seguido en el grupo Control fue idéntico al
anteriormente mencionado excepto que los animales sélo recibian perivagalmente la

administracion del vehiculo (10% Tween 80 en aceite de oliva).
- GRUPO 2 (Animales lesionados en el PBle):

Las lesiones electroliticas bilaterales del PBle se llevaron acabo siguiendo el
procedimiento descrito para el caso de las lesiones del CeA en el Experimento 2 de la
presente Tesis Doctoral. Sin embargo, ahora las coordenadas estereotaxicas tomadas
a partir del atlas de Paxinos y Watson (1986) fueron: AP: -0.16 mm.; L: +-2.4 mm,;

V: +3.0 mm. Por su parte, los parametros de la corriente eléctrica que se les aplicd
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fueron de 0.3 mA. durante 10 seg., a través de un electrodo monopolar aislado con

INSL-X en toda su extension excepto en su parte distal.

La lesion ficticia de los animales controles reproduce todos los pasos anteriores,
si bien la coordenada vertical que se us6 fue de +3.5 mm. (para no afectar al PBle) y

no se produjo paso de corriente a través del electrodo.

PROCEDIMIENTO COMPORTAMENTAL

Los dos grupos de animales fueron sometidos a un mismo procedimiento
experimental que se describe a continuaciéon. El dia previo a la cirugfa se cuantifico la
ingesta de comida sélida (Panlab, S.I..) a las 24 horas (Linea Base de Comida Sélida a
L.P.). Inmediatamente después de la cirugia, los animales fueron devueltos a sus
jaulas con agua y comida sélida, contabilizindose la ingesta de esta ultima a las 24,
48, 72 y 96 horas después de la operacion (Comida Soélida a L.P.). Al finalizar la
medida de este 4° dia post-operatorio se privé a los animales de agua y comida. El 5°
dia post-operatorio se les ofrecié a los animales una soluciéon de Sacarosa (10%)
(Comida Liquida) y se contabilizé su ingesta a los 15, 30 y 60 min. de haberla
presentado (Comida Liquida a C.P.), finalizada la cual se les ofreci6 a los animales la
misma solucién de Sacarosa y se midi6 su ingesta a las 24 horas (Comida Liquida a
L.P.). Este mismo dfa (6° dia postoperatorio) se midié de nuevo la ingesta de Comida
Sélida pero esta vez a los 30, 60 y 90 min. de ser presentada (Comida Solida a C.P.).
Se midi6 el peso corporal de los animales diariamente durante este periodo temporal

(Figura 3.1).

DIAS -1 0 1 2 3 4 Pprivacion 5 Privacion 6
J— Y — — — JA— y y /
L.B. de Lesion Com.Sélida L.P. Com.S¢lida L.P. Com.SélidaL.P. Com.Sélida  Com.Liquida C.P. = Com.Liquida L.P.
Com.So¢lida (24h.) (48h.) (72h.) (96h.) (15,30,60min.) (24h.)
(24h.) + Com.Sélida C.P.

(30,60,90min.)

Figura 3.1: Secuencia temporal del experimento.

PRUEBA DE VAGOTOMIA

Al finalizar el experimento, a los animales del Grupo 1 (Capsaicinado) se les

aplico la prueba de Vagotomia propuesta por Martin ¢ al. (1978). El objetivo era
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comprobar el estado del Nervio Vago y particularmente si, accidentalmente, habfa
sufrido dafio total durante la intervencién quirdrgica. En esta prueba se extrae y pesa
el estobmago de los animales después de 12 horas de privacion. El criterio establecido
para determinar si la Vagotomia habia sido completa, y por lo tanto para la exclusion
de los datos de ese animal concreto, es que se produzca una proporciéon mayor de
0.020 entre el peso del estomago y el peso del animal previo a la privacion de la

comida.

HISTOLOGIA

Al finalizar el experimento, todos los animales del Grupo 2 (Lesion del PBle)
fueron profundamente anestesiados con Tiopental sédico (80 mg/Kg, ABBOTT,
Madrid) y perfundidos intracardiacamente con formaldehido (10%). Los cerebros
fueron extraidos y conservados en formaldehido en una solucién al 10%, al menos

durante 48 horas antes de su laminacién

Las lesiones electroliticas fueron localizadas en secciones coronales, tefiidas con
Violeta de Cresilo y examinadas con un microscopio 6ptico (Olympus, CO 11)

(Fotografia 3.1).

Fotografia 3.1: Localizacion anatémica de la lesion electrolitica del PBle, tomando como
referencia el atlas neuroanatémico de Paxinos y Watson (1986).
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RESULTADOS

- GRUPO 1 (Animales Capsaicinados):

PRUEBA DE VAGOTOMIA

La prueba de Vagotomia mostré que ninguno de los animales habia sufrido una
Vagotomia completa (en todos los casos la razén del estébmago al peso corporal total
antes del ayuno fue <0.020). No hubo diferencias estadisticamente significativas en
esta medida entre el grupo Capsaicinado y su grupo control [F(1, 20)= 0.09; p<0.76].
Por lo tanto, se incluyeron los datos de todos los animales en los restantes analisis

estadisticos.

DATOS PRE-QUIRURGICOS (LINEA BASE)
Ingesta de Comida Sélida a L.P (Linea Base)

Los datos fueron analizados usando un ANOVA. Los resultados mostraron que
no existian diferencias estadisticamente significativas en la Ingesta de Comida Sélida

a L.P. entre el Grupo Capsaicinado y su control grupos un dia antes de la operacion

quirargica [F(1, 20)= 0.25, p<0.61].
Pesos Corporales

No se mostraron diferencias entre los grupos en el peso corporal antes de la

cirugfa vagal [F(1, 20)= 1.07, p<0.31].
DATOS POST-QUIRURGICOS
Ingesta de Comida Soélida a L.P.

Los datos fueron analizados usando un ANOVA de dos vias (grupo x sesiones)
con medidas repetidas. De acuerdo con esta ANOVA, los efectos de las sesiones
[F(3, 60)= 88.49, p<0.001] y la interacciéon grupo x sesiones [F(3, 60)= 6.89,
p<0.001] fueron estadisticamente significativo. Por su parte, la ingesta de Comida
Solida a L.P. de los dos grupos en cada sesion individual (ANOVA de una via)
mostré una mayor ingesta del Grupo Capsaicinado durante las 24 h. posteriores a la
cirugia [F(1, 20)= 15.16; p<0.001], algo que no sucede a las 48 [F(1, 20)= 2.13,
p<0.159], 72 [F(1, 20)= 0.99, p<0.329] y 96 h. post-operatorias [F(1, 20)= 0.35;

p<0.560] (Grafica 3.1).
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Grafica 3.1: Ingesta de Comida Soélida a Largo Plazo del Grupo Capsaicinado y su Control a las
24, 48, 72 y 96 h. post-operatorias.

Ingesta de Comida Liquida a C.P.

El analisis estadistico reveld que los grupos mostraban diferencias significativa a
lo largo de las sesiones [F(2, 40)= 54.52, p<0.001], pero no con respecto a la
interaccién grupo x sesiones [F(2, 40)= 0.07, p<0.92]. No se observan diferencias
significativas entre los grupos en el caso de la Ingesta de Comida Liquida (Sacarosa
10%) a C.P., ni a los 15 min. [F(1, 20)= 2.13, p<0.159], ni a los 30 min. [F(1, 20)=
2.13, p<0.159] y ni a los 60 min. [F(1, 20)= 2.13, p<0.159] de habetles presentado la

comida tras un periodo de privacion de agua y comida de 24 h.
Ingesta de Comida Liquida a L.P.

El ANOVA llevado a cabo en este apartado mostré que los grupos no
presentaban diferencias estadisticamente significativas en la Ingesta de Comida

Liquida (Sacarosas 10%) a L.P. [F(1, 20)= 0.12, p<0.72].
Ingesta de Comida Sélida a C.P.

Los datos fueron analizados usando un ANOVA de dos vias (grupo x sesiones)
con medidas repetidas. De acuerdo con esta ANOVA, el efecto de las sesiones fue
estadisticamente significativo [F(2, 40)= 46.49, p<0.000], pero no la interaccién

grupo x sesiones [F(2, 40)= 0.65, p<0.52]. El analisis (ANOVA de una via) de la
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ingesta de Comida Soélida a C.P. de los dos grupos en cada sesion individual mostrd
que no existian diferencias ni a los 30 min. [F(1, 20)= 0.85, p<0.36], ni a los 60 min.
[F(1, 20)= 0.68, p<0.41] y ni a los 90 min. [F(1, 20)= 2.20, p<0.15] de haberles
presentado a los animales la comida soélida después de un estado de privacion de

comida de 24 h.

- GRUPO 2 (Animales lesionados en el PBle):

DATOS PRE-QUIRURGICOS (LINEA BASE)
Ingesta de Comida Sé6lida a L.P

Los datos analizados usando un ANOVA mostraron que no existian difrencias
estadisticas entre el grupo de animales lesionados en el PBle y su control en lo
referido a la Ingesta de Comida Sélida a L.P. un difa antes de la operacién quirargica

[F(1, 16)= 0.03, p<0.84].
Pesos Corporales

No se mostraron diferencias entre los grupos en el peso corporal antes de la

cirugia vagal [F(1, 16)= 0.48; p<0.49].
DATOS POST-QUIRURGICOS
Ingesta de Comida Sélida a L.P.

Los datos fueron analizados usando un ANOVA de dos vias (grupo x sesiones)
con medidas repetidas. De acuerdo con esta ANOVA, los efectos de las sesiones
fueron estadisticamente significativo [F(3, 48)= 16.66, p<0.001] pero no el de la
interaccién grupo x sesiones [F(3, 48)= 0.026, p<0.99]. El analisis (ANOVA de una
via) de la ingesta de Comida Sélida a L.P. de los dos grupos en cada sesion individual,
mostré que no existian diferencias estadisticamente significativas entre los grupos a
las 24 [F(1, 16)= 0.08; p<0.77], 48 [F(1, 16)= 0.08, p<0.77], 72 [F(1, 16)= 0.16,
p<0.69] y 96 h. post-operatorias [F(1, 16)= 0.13; p<0.71] (Grafica 3.2).
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Grafica 3.2: Ingesta de Comida Soélida a Largo Plazo del Grupo PBle y su Control a las 24, 48, 72
y 96 h. post-operatorias.

Ingesta de Comida Liquida a C.P.

El analisis estadistico de la ingesta de Comida Liquida a los 15, 30 y 60 min.
después de haberles presentado la Sacarosa (10%) revelé que los grupos mostraban
diferencias significativa tanto en las sesiones [F(2, 32)= 34.44; p<0.001], como en la
interaccion grupo x sesiones [F(2, 32)= 15.89; p<0.000]. El analisis individual mostré
que los sujetos con lesion del PBle ingerfan una mayor cantidad de Sacarosa en una
prueba de 60 min. tras un periodo de privacion de agua y comida de 24 h. [F(1, 16)=
4.77; p<0.04], pero no existian diferencias significativas entre los grupos ni a los 15
min. [F(1, 16)= 0.46; p<0.50] ni a los 30 min. [F(1, 16)= 0.29; p<0.59] de haberles
presentado dicha comida liquida (Grafica 3.3).
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Grafica 3.3: Ingesta de Comida Liquida (Sacarosa 10%) a Corto Plazo del Grupo con lesion
electrolitica bilateral del PBle y su control a los 15, 30 y 60 min. de su presentacién tras un
periodo de privacién de comida y agua de 24 h.

Ingesta de Comida Liquida a L.P.

El ANOVA mostré que los grupos no mostraban diferencias estadisticamente
significativas en la Ingesta de Comida Liquida (Sacarosas 10%) a L.P. (prueba de 24
h.) [F(1, 16)= 0.001, p<0.97].

Ingesta de Comida Sélida a C.P.

Los datos fueron analizados usando un ANOVA de dos vias (grupo x sesiones)
con medidas repetidas. De acuerdo con esta ANOVA, el efecto de las sesiones fue
estadisticamente significativo [F(2, 32)= 15.10; p<0.000], pero no la interaccién
grupo x sesiones [F(2, 32)= 1.55; p<0.22]. El siguiente analisis (ANOVA de una via)
de la ingesta de Comida Sélida a C.P. de los dos grupos en cada sesion individual
mostré que aunque no existfan diferencias ni a los 30 min. [F(1, 16)= 2.62; p<0.12],
ni a los 60 min. [F(1, 16)= 3.36; p<0.08] de haberles presentado a los animales la
comida sélida después de un estado de privacion de comida de 24 h., los animales

con lesiéon del PBle consumian una mayor cantidad de comida sélida que sus

controles en la prueba de 90 min. [F(1, 16)= 5.18, p<0.03] (Grafica 3.4).
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Figura 3.4: Ingesta de Comida Sélida a Corto Plazo del Grupo con lesiones electrliticas del PBle y
su Control a los 30, 60 y 90 min. de su presentacién tras un periodo de privaciéon de comida de
24 h.

DISCUSION

Los resultados del presente experimento muestran que la Vagotomia mediante
Capsaicina da lugar a un aumento de la Ingesta de Comida Sélida (Panlab, S.L..) en las
primeras 24 h., pero no a las 48, 72y 96 h., después de la operacién quirdrgica (Zafra
et al., 2003, 2004). Sin embargo, todas las demas modalidades de ingesta analizadas
(tanto de Comida Sélida como Liquida a C. y a L..P.) no mostraron diferencias entre
entre el grupo Capsaicinado y su control. Estos datos confirman que el efecto de la
Capsaicina perivagal sobre la Ingesta con alimentos familiares se observa unicamente

durante el primer dia postquirargico.

Dado que el tratamiento con Capsaicina fue administrado perivagalmente y se
trata de una neurotoxina que afecta selectivamente a las aferencias viscerales
primarias (Holzer, 1991; Ritter y Dinh, 1992), se puede proponer que los cambios en
la Ingesta de Comida fueran debidos al dafio de las fibras aferentes vagales
producidos por la Capsaicina. En efecto, parece bien establecido que el Nervio Vago
participa en el control de la Ingesta de Comida a C.P. (Saciacién) (Snowdon y
Epstein, 1970; Mordes et al., 1979; Gonzalez y Deutsch, 1981; Davis ¢ al, 1994,
Phillips y Powley, 1998; Furness ez a/., 2001; Date ez al., 2002; Zafra ez al., 2003, 2004),
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por lo que es posible que la Capsaicina al haber interrumpido los mecanismos vagales
implicados en la regulaciéon de la Saciacion haya implicado una reduccién en dichas
seflales que posteriormente habria compensado otra via neurobiolégica (Zafra e al.,

2003).

De hecho, la normalizacién de la ingesta de comida diaria total de los animales
capsaicinados después de la primera exposiciéon post-quirargica de la dieta serfa
debido a factores independientes de la via wvagal (por ejemplo, Saciedad
Condicionada) o como resultado de la participacion de otras vias vagales no
afectadas por el tratamiento con Capsaicina. Con respecto a esta dltima posibilidad,
se sabe que existen fibras vagales resistentes a la Capsaicina en el tracto
gastrointestinal de las ratas (Berthoud ez a/, 1997). Esas fibras son principalmente
fibras sensibles a la distensién que inervan el eséfago y el trato gastrointestinal
superior (Berthoud e a/, 1997; Berthoud y Neuhuber, 2000), siendo la distension
gastrica un mecanismo ampliamente propuesto de la interrupcion de la ingesta en el
comportamiento alimenticio (Gonzalez y Deutsch, 1981; Phillips y Powley, 1996,
1998; Rolls et al, 1998). Asi, este componente u otros que son resistentes a la
Capsaicina de alguna manera participarfan en el efecto compensatorio posterior. Sin
embargo, ya que este efecto es también observado en cierto grado en animales
completamente vagotomizados (Phillips y Powley, 1998), en la siguiente regulacién
de la ingesta también estarfan implicados mecanismos que son independientes del

Nervio Vago (por ejemplo, via humoral) (Zafra ez al., 2003).

Por su parte, los animales del Grupo 2 (lesion del PBle) del presente experimento
no mostraban diferencias en la ingesta de comida sélida con respecto a sus controles
(Iesién ficticia) a las 24 h. postquirdrgicas, por lo que podria parecer que el centro
donde proyecta la informacioén vagal viscero-sensorial (PBle) no estuviese implicado
en el proceso de Saciaciéon. Sin embargo, los animales con lesiones del PBle
consumieron una mayor cantidad de Comida Liquida y Sélida a Corto Plazo que sus
controles en pruebas de ingesta de 60 y 90 min., respectivamente, tras un periodo de
privacion de comida de 24 horas. Por lo tanto, el periodo de duracion de la prueba de
ingesta parece relevante, mostrandose hiperfagia en los animales con lesiones del
PBle en pruebas de poca duraciéon (60 y 90 min.) y desapareciendo dichas diferencias

en pruebas de larga duracion (24 h.).

Estos datos son compatibles con la idea comentada anteriormente de la

existencia de mecanismos compensatorios que habrfan actuado en las pruebas de
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ingesta de larga duracién (24 h.), por ejemplo, factores independientes de la via vagal
(por ejemplo, Saciedad Condicionada) o como resultado de la participaciéon de otras
vias vagales y no vagales (por ejemplo, nervios espinales viscerales del sistema
simpatico) que proyecten hacia otros nucleo cerebrales distinto del PBle. Sin
embargo, de acuerdo con los datos obtenidos en el Experimento 5, se descarta la
posibilidad de la participacién de la via humoral en este efecto compensatorio, ya
que, si asi fuese, los animales con lesiones del PBle no deberian haber mostrado el
efecto hiperfagico en las pruebas de ingesta a los 60 y 90 min., tiempo suficiente para
que hubiesen actuado los procesos de absorcion y la consiguiente activacion de

estructuras cerebrales.

Los restantes analisis de Ingesta, tanto de Comida Sélida como Liquida a Corto y
Largo Plazo, no encuentran diferencias entre los animales con lesiones del PBle y sus

controles.

Existen numerosos estudios neuroanatomicos que indican que el PBle es un
importante relevo de informacién viscero-sensorial y nociceptiva vagal (Herbert ez 4/,
1990; Moga et al., 1990; Bernard ez al., 1993; Krout y Loewy, 2000; De Gobbi ¢f al.,
2001; Tanaka ez al., 2004), observandose un efecto hiperfagico tras la lesién general
del PBI (que aparentemente incluye al PBle) (Takaki ez a/, 1990; Zafra ez al., 2005). Es
posible, por tanto, que el PBle pueda estar implicado en los procesos de control de la
Ingesta de Comida a C.P. y que su lesién pueda aumentar dicha ingesta al bloquear

las sefiales viscero-sensoriales vagales necesarias para este proceso de Saciacion.

En conclusion, los estudios presentados en el presente experimento demuestran
que la administracién perivagal de Capsaicina induce una mayor ingesta de comida
solida en las primeras presentaciones después de la cirugia, pero no después. Dado
los efectos neurotdxicos de la Capsaicina, se propone que los efectos potenciadores
sobre la ingesta estan mediados por el sistema sensorial vagal y la compensacion
posterior de dicho efecto por otros sistemas (por ejemplo, vias espinales viscerales,
Saciedad Condicionada, Sistema Humoral, etc.) o por vias vagales resistentes a la
Capsaicina (por ejemplo, vias sensibles a la distension del tracto gastrointestinal). Por
otra parte, se demuestra que la lesiéon del PBle produce un aumento en la ingesta de
Comida Sélida y Liquida a C.P. por ser el sustrato neural encargado de procesar las

seflales viscero-sensoriales vagales necesarias para el proceso de Saciacion.
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EXPERIMENTO 6: Efecto de las lesiones del Nucleo Parabraquial
Lateral Externo (PBle) sobre la Re-Ingesta de Comida después de

la Extraccion Parcial de Contenidos Nutritivos Gastricos.

Parece bien establecido en la bibliografia sobre nutricién que en los casos en los
que la ingesta de comida no es depositada en el estomago (Alimentacién Ficticia) o es
retirada de la cavidad gastrica, se produce la re-ingesta compensatoria (Snowdon,
1970; Davis y Campbell, 1973; Deutsch e7 al., 1978; Wirth y McHugh, 1983; Kaplan ez
al., 1994). Al finalizar una ingesta la mayor parte de la comida permanece en el tracto
gastrointestinal y particularmente en el estémago (McHugh ez a/., 1975), por lo que se
ha supuesto que el cese de ésta (Saciaciéon a Corto Plazo) es dependiente de alguna
seflal de origen gastrico como puede ser, por ejemplo, la distension gastrica
producida por la acumulacién de nutrientes (Davis y Campbell, 1973; Kraly y Smith,
1978; Wirth y McHugh, 1983).

Esta relevancia gastrica en los procesos de Saciacion a Corto Plazo deriva en
buena parte de dos procedimientos experimentales: que manipulan el Vaciado
Gastrico o provocan Oclusiones del Piloro. En primer caso los animales son
sometidos a una extraccion parcial de comida desde el estomago una vez que éstos
han alcanzado el estado de Saciedad. Habitualmente estos animales compensan e
ingieren practicamente la misma cantidad retirada (Snowdon, 1970; Davis vy

Campbell, 1973; Deutsch ez al., 1978; Wirth y McHugh, 1983; Kaplan ¢z al., 1994).

Por su parte, los procedimientos que actian sobre el esfinter del Piloro
(ocluyéndolo) han observado que el volumen de la ingesta de nutrientes es similar

cuando el Piloro es cerrado que cuando se desarrollan los procesos normales de

vaciado gastrico (Deutsch ez al, 1978; Kraly y Smith, 1978; Wirth y McHugh, 1983).

Estos resultados sugieren que la informacién visceral originada en el estomago
parece ser necesaria y suficiente para regular los procesos de alimentacion a Corto
Plazo (Davis y Campbell, 1973; Deutsch e al, 1978; Kraly y Smith, 1978; Wirth y
McHugh, 1983) y, dentro de estos indices sensoriales, la distensién gastrica parece
ocupar un lugar relevante (Davis y Campbell, 1973; Deutsch e# al., 1978; Deutsch,
1990).

Alternativamente, otros autores han puesto en tela de juicio este planteamiento
(McHugh y Moran, 1978; Gibbs e7 al., 1981) destacando los efectos Post-Gastricos al

comprobar cémo las infusiones intraduodenales de nutrientes o algunas de las
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hormonas intestinales reducen la ingesta de alimentos. No puede descartarse, sin
embargo, que muchas de estas manipulaciones post-gastricas reducen la ingesta mas
por su caracter afisiolégico, causante de malestar para el animal, que por su accién

estrictamente nutritiva (Deutsch, 1985; Wirth y McHugh, 1983).

Finalmente, las ideas propuestas por el grupo de Kaplan y asociados proponen
que los mecanismos responsables de la Saciaciéon a Corto Plazo podrian implicar
tanto seflales de origen gastrico como post-gastrico. Esta propuesta se basa en el
hecho de que durante la ingesta los alimentos pasan por un vaciado gastrico natural
que podrian originar simultineamente sefiales post-gastricas (Kaplan ez a/, 1992) y
que, junto con las sefales gastricas, desencadenarian el proceso regulatorio de

Saciacion a Corto Plazo (Wirth y McHugh, 1983; Kaplan ez al., 1994).

A partir de los datos del Experimento 5 de la presente Tesis Doctoral y de otros
estudios previos (Ritter e al, 1994; Bernard ez al., 1993; Calingasan y Ritter, 1993;
Suemori e al., 1994; Baird et al., 2001a, b), se puede proponer que aparentemente el
PBle podria formar parte de los sistemas neurales implicado en los procesos de
control de la ingesta de alimentos a Corto Plazo, al ser un centro neural donde
convergen buena parte de la informacion viscero-sensorial vagal que se requiere para
el proceso de Saciacion. En este sentido, lesiones en esta region podrian apoyar esta
posibilidad ante el efecto hiperfagico a Corto Plazo que se produce tras la lesion del
PBl (que puede incluir al PBle) (Takaki ez al, 1990; Zafra et al, 2005) vy,
especificamente, del PBle (Grupo 2 del Experimento 5, presente Tesis Doctoral).
Mas aun, existe evidencia neurofisioldgica que demuestra la activacion, entre otras, de
las neuronas del PBle ante la distension gastrica (Suemori ef al, 1994; Baird ef al,

2001a, b; Berthoud e7 al., 2001; Vrang et al., 2003; Mazda ef al., 2004).

De acuerdo con estos resultados experimentales, el presente estudio pretende
examinar la implicacién del PBle en los procesos de Saciaciéon a Corto Plazo
utilizando el procedimiento de extraccion parcial de los nutrientes gastricos en
animales que previamente habian sido alimentados con una dieta liquida consumida
hasta manifestar un comportamiento de Saciaciéon (5 minutos sin comer). En este
experimento se puede hipotetizar que la lesion del PBle podria deteriorar la ingesta
compensatoria, esto es, la re-ingesta que previsiblemente suele provocar la extracciéon
de nutrientes desde el estémago. Se asumirfa, por lo tanto, que este nucleo

troncoencéfalico podria desempefiar una funcién de relevo en la informacién
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viscero-sensorial vagal originada por la distensiéon gastrica responsable en ultima

estancia de los procesos de Saciaciéon a Corto Plazo.

MATERIALES Y METODO

SUJETOS

Se utilizaron 24 ratas Wistar con un peso corporal medio de 293.2 g. al principio
del experimento. Durante el proceso experimental se eliminaron 2 animales debido al
desprendimiento de los catéteres intragastricos. Los 22 animales restantes fueron
aleatoriamente asignados a dos grupos: un Grupo con lesién del PBle (n=12) y un

Grupo Control con lesion ficticia (n=10).

Todos los animales fueron alojados individualmente en jaulas de metacrilato de
30x15x30 y fueron mantenidos en unas condiciones de temperatura de entre 22°-25°,

con ciclos de luz-oscuridad de 12:12 horas y con libre acceso a agua y comida

(Panlab, S.L., Barcelona).

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

a) Implante de un catéter intragastrico:

El implante de la sonda intragastrica en este experimento se ha realizado de

manera analoga a la descrita en el Capitulo I de la presente Tesis Doctoral.

b) Lesion electrolitica bilateral del PBle:

La lesion electrolitica bilateral del PBle asi como la lesién ficticia efectuada en los
animales controles se realizaron también siguiendo las mismas condiciones descritas

para el Grupo 2 (Lesion del PBle) del Experimento 5 de la presente Tesis Doctoral.

PROCEDIMIENTO COMPORTAMENTAL
A)Fase I (Preparatoria):

Tras un periodo de adaptacién de 5 dias a las condiciones del laboratorio se
cuantifica el peso los animales y a continuacién se les retira la comida y el agua que

hasta entonces se habia mantenido en una situacion ad Lbitum.

Durante los cuatro dias posteriores los animales son habituados a consumir una
dieta a base de leche con chocolate que ofrecida mediante una bureta. El peso de los

animales era medido cada uno de los dias al comienzo de cada sesidén. Durante los
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dos primeros dfas la dieta liquida era ofrecida en dos sesiones de 30 minutos cada
una y separadas por un intervalo de una hora. El 3° y 4° dfa se ofrece el alimento s6lo

en una sesion de 20 minutos.

También durante los tres primeros dias y al finalizar cada sesion, los animales
disponen de agua durante 10 minutos asi como de alimento sélido (Panlab, S.L.,
Barcelona) (7,5 g. los dos primeros dias y 10 g. el dia 3°). En el 4° dia, y una vez
retirada la dieta, se les ofrece comida sélida y agua ad /ibitum; la cantidad consumida

de la primera de ella serfa cuantificada al dfa siguiente (24 horas después).
El 5°y 6° dia se procede de la misma manera a la descrita para el dia 4°.

El 7° dfa, una vez pesados los animales y cuantificada la ingesta de comida sélida
del dia anterior, se procede a realizar sucesivamente la cirugia central y periférica.
Inmediatamente después se les ofrece alimento sélido y agua ad /ibitum. Seis horas

después de la cirugia, se cuantifica la ingesta de comida solida.

Durante los tres dias siguientes se procede de la misma manera, es decir, una vez
pesados los animales y se cuantifica la ingesta solida, esto es, a las 24, 48 y 72 horas.
Al final del dltimo dfa de éstos y después de registrar la ingesta de comida sélida, se

y desp g g )

les retira el agua y la comida.

El 11° dia, y una vez pesados los animales, se les presenta de nuevo una bureta
con la dieta liquida en tres sesiones (a las 10:00 h., 13:00 h. y 17:00 h.), permitiéndoles
alimentarse hasta alcanzar el criterio de Saciacién, esto es, permaneciendo 5 minutos

sin nuevas ingestas. A continuacién se les ofrece agua durante 10 minutos.

A lo largo de los dos dias siguientes y después de cuantificar los pesos de los
animales se les ofrece el alimento liquido sélo una vez hasta que alcancen el criterio

de Saciacion.
B) Fase II (Experimental):

Esta fase experimental, propiamente dicha, se divide a su vez en tres subfases
organizadas bajo un disefio intrasujeto ABA (extraccion intragastrica, no extraccion

1.g. y extraccion 1.g.):
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a) Subfase Ai:

El dia 14°, se les ofrece a los animales la bureta con la dieta liquida hasta
alcanzar el criterio de Saciaciéon (5 minutos sin alimentarse). Inmediatamente
después se procede a la extraccién gastrica de nutrientes a través de la fistula
intragastrica, 1/3 de la cantidad de nutriente consumida, cuantificindose lo
ingerido a los 5, 10, 15 y 20 minutos. Transcurridas 5 horas se les ofrece de nuevo

el alimento durante 30 minutos y agua durante los 10 minutos siguientes.
b) Subfase B:

El dia 15° se lleva a cabo el mismo procedimiento del dia anterior (Subfase
Al), con la diferencia de que no se realiza ninguna extracciéon del contenido

gastrtico.
c) Subfase Az

El dia 16°, ultimo dia del experimento, se sigue el mismo procedimiento que

se habia llevado a cabo durante la Subfase Al.

HISTOLOGIA

Una vez finalizado el experimento, todos los animales lesionados en el PBle
fueron profundamente anestesiados con Tiopental sédico (80 mg/Kg, ABBOTT,
Madrid) y perfundidos intracardiacamente con formaldehido (10%). Los cerebros

fueron extraidos y conservados en formaldehido al 10% durante al menos 48 horas.

Las lesiones electroliticas fueron identificadas y localizadas a través de distintas
secciones coronales, tefiidas con Violeta de Cresilo y examinadas con un

microscopio 6ptico (Olympus, CO 11) (Fotografia 3.2).
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Fotografia 3.2: Localizacion anatémica de la lesion electrolitica del PBle, tomando como referencia el atlas
neuroanatémico de Paxinos y Watson (1986).

RESULTADOS
A) Fase I(Preparatoria):

Los datos de la Ingesta de Comida y Peso Corporal antes de la Operacion
Quirdrgica se analizaron mediante un ANOVA, mostrando que no existen
diferencias entre los grupos ni en las cantidades diarias ingeridas de Leche con
Chocolate [F(1, 20)= 0.096; p<0.75], ni de Comida Sélida [F(1, 20)= 2.55; p<0.12],
ni en los Pesos Corporales [F(1, 20)= 0.54; p<0.47].

Por otro lado, el analisis estadistico revelé6 que dias después de la operacion
quirurgica y previo a la realizaciéon de la fase experimental propiamente dicha
tampoco existian diferencias significativas entre los grupos ni en las cantidades
ingeridas de Leche con Chocolate [F(1, 20)= 2.17; p<0.15], ni de Comida Sélida [F(1,
20)= 1.68; p<0.2], ni en los Pesos Corporales [F(1, 20)= 3.24; p<0.08].

B) Fase II (Experimental):
a) Subfase Ai:

Los resultados de esta fase experimental se muestran en la Grafica 3.6:
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Grafica 3.6: Re-ingesta de alimento liquido tras la extraccién parcial de contenido nutritivo
gastrico en el grupo lesionado bilateralmente en el PBle y en su Control en la Fase Al del
experimento.

Los datos de la Fase A1 del presente experimento se analizaron utilizando un
ANOVA con medidas repetidas. Este analisis revela que existen diferencias
estadisticamente significativas en la variable Grupo [F(1, 20)= 4.78; p<0.04], en la
variable Tiempo [F(3, 60)= 15.82; p<0.001] y en la interaccién Grupo x Tiempo
[F(3, 60)= 6.61; p<0.001].

El analisis individual de los grupos permite observar que el Grupo Control
muestra diferencias significativas entre la ingesta inicial y a lo largo de los 20
minutos de re-ingesta [F(4, 36)= 13.36; p<0.001]. Existen diferencias entre la
cantidad del contenido gastrico extraido y lo re-ingerido a los 5 min. [F(1, 9)=
118.79; p<0.001], 10 min. [F(1, 9)= 24.40; p<0.001] y a los 15min. [F(1, 9)= 7.20;
p<0.02]. Sin embargo, estas diferencias se anulan a los 20 min. de re-ingesta [F(1,
9)= 1.45; p<0.25], en los que el Grupo Control re-ingiere una cantidad de

alimento similar al contenido gastrico extraido.

El grupo lesionado, por su parte, muestra diferencias estadisticamente
significativas a lo largo de de los 20 min. de re-ingesta [F(4, 44)= 1006.43;
p<0.001]. Estas diferencias significativas ocurren a los 5 min. [F(1, 11)= 216.04;
p<0.001], 10 min. [F(1, 11)= 210.96; p<0.001], 15 min. de re-ingesta [F(1, 11)=
148.63; p<0.001] y 20 min. [F(1, 11)= 104.63; p<0.001].
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El analisis estadistico entre Grupos mostrd que no existian diferencias ni en la
latencia para empezar a ingerir la dieta de Batido [F(1, 20)= 0.62; p<0.43] ni en el
tiempo empleado en ingerir este alimento hasta llegar al criterio de Saciacion [F(1,
20)= 0.22; p<0.63]. Tampoco existen diferencias en las cantidades ingeridas
inicialmente por ambos grupos (criterio de Saciacion) [F(1, 20)= 1.72; p<<0.20] ni
tampoco, pot ende, en las cantidades extraidas (1/3 de lo ingerido) transcurtridos
los 5 min. del criterio de Saciaciéon [F(1, 20)= 1.64; p<0.21]. Tampoco se
produjeron diferencias en las cantidades re-ingeridas por ambos grupos ni a los 5
min. [F(1, 20)= 0.21; p<0.65] ni a los 10 min. [F(1, 20)= 2.17; p<0.15], aunque si
se produjeron a los 15 min. [F(1, 20)= 6.95; p<0.01] y a los 20 min. [F(1, 20)=
6.88; p<0.01].

b) Subfase B:

Los resultados de esta fase experimental se muestran en la Grafica 3.7:
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Grafica 3.7: Re-ingesta de alimento liquido tras la extraccion parcial del contenido gastrico
nutritivo en el grupo lesionado bilateralmente en el PBle y en su Control en la Fase B del
experimento.

Al igual que en la fase anterior, los datos de la Fase B del presente
experimento fueron analizados utilizando un ANOVA con medidas repetidas.
Este analisis revel6 que si bien se producen diferencias estadisticamnte
significativas en la variable Tiempo [F(3, 60)= 2.81; p<0.04], no ocurre lo mismo
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ni en la variable Grupo [F(1, 20)= 0.001; p<0.96] ni en la interacciéon Grupo x
Tiempo [F(3, 60)= 0.36; p<0.78].

El analisis individual de los grupos permite observar que en el caso del Grupo
Control no aparecen diferencias significativas a lo largo de los 20 min. del periodo
de re-ingesta [F(4, 36)= 1.90; p<0.13], aunque si se producen en el Grupo
Lesionado [F(4, 44)= 2.76; p<0.03].

El analisis estadistico de las diferencias entre Grupos demostré que éstas no se
producen con discrepancias ni en las cantidades ingeridas inicialmente por ambos
grupos (criterio de Saciacion) [F(1, 20)= 2.19; p<0.15] ni tampoco en las
cantidades ingeridas en ambos grupos en los posteriores 5 min. [F(1, 20)= 0.20;
p<0.65], 10 min. [F(1, 20)= 0.009; p<0.92], 15 min. [F(1, 20)= 0.06; p<0.80] y 20
min. [F(1, 20)= 0.00; p<1.00].Tampoco existen diferencias entre grupos ni en la
latencia de ingesta [F(1, 20)= 0.13; p<0.71], ni en el tiempo dedicado a la ingesta
[F(1, 20)= 0.44; p<0.51], ni en la cantidad de Batido ingerido [F(1, 20)= 2.19;
p<0.15].

c) Subfase A2

Los resultados de esta fase experimental se muestran en la Grafica 3.8:
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Grafica 3.8: Re-ingesta de dieta liquida después de la extraccion parcial de contenido nutritivo
gastrico en el grupo lesionado bilateralmente en el PBle y en su Control en la Fase A2 del
experimento.
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Al igual que en las dos fase anteriores del presente experimento, los datos de la
Fase A2 se analizaron utilizando un ANOVA con medidas repetidas. Este analisis
muestra que no existen diferencias estadisticamente significativas en la variable
Grupo [F(1, 20)= 2.37; p<0.13], pero si en la variable Tiempo [F(3, 60)= 23.1;
p<0.001] y en la interacciéon Grupo x Tiempo [F(4, 80)= 4.66; p<0.003].

El analisis individual de los grupos permite comprobar que el Grupo Control
muestra diferencias significativas entre la ingesta inicial y a lo largo de los 20
minutos de re-ingesta [F(4, 36)= 12.22; p<0.001]. Estas diferencias entre la
cantidad del contenido gastrico extraido y lo re-ingerido se producen a los 5 min.
[F(1, 9)= 42.17; p<0.001] y a los 10 min. [F(1, 9)= 7.25; p<0.02], pero no a los 15
min. [F(1, 9)= 1.27; p<0.28] ni a los 20 min. de re-ingesta [F(1, 17)= 0.003;
p<0.80].

Por el contrario, el Grupo Lesionado del PBle muestra diferencias
estadisticamente significativas entre la ingesta inicial y los 20 min. de re-ingesta
[F(4, 44)= 18.81; p<0.001]. Estos animales muestran diferencias estadisticamente
significativas en todos los intervalos de medida: a los 5 min. [F(1, 11)= 55.57;
p<0.001], 10 min. [F(1, 11)= 25.56; p<0.001], 15 min. [F(1, 11)= 16.76; p<0.001]
y también a los 20 min. de re-ingesta [F(1, 11)= 16.76; p<0.001].

El analisis estadistico entre Grupos muestra que no existen diferencias en las
cantidades ingeridas inicialmente por ambos grupos (criterio de Saciacion) [F(1,
20)= 1.45; p<0.24] ni tampoco, pot ende, en las cantidades que se les extrafa (1/3
de lo ingerido) [F(1, 20)= 1.37; p<0.25]. Tampoco se produjeron diferencias en
las cantidades re-ingeridas por ambos grupos ni a los 5 min. [F(1, 20)= 1.10;
p<0.30], ni a los 10 min. [F(1, 20)= 1.27; p<0.27], ni a los 15 min. [F(1, 20)= 1.96;
p<0.17], pero si a los 20 min. [F(1, 20)= 6.85; p<0.01]. Tampoco existen
diferencias entre Grupos ni en la latencia [F(1, 20)= 0.068; p<0.79], ni en el
tiempo dedicado a la ingesta [F(1, 20)= 1.58; p<0.22].

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente experimento indican que los animales
privados de alimento y lesionados en el PBle ingieren cantidades equivalente de
Comida Liquida (Leche con Chocolate) a las consumidas por sus controles,
sugiriendo que el PBle no esta implicado especificamente en el proceso de Saciacion.
Sin embargo, las lesiones del PBle alteran el mecanismo compensatorio de re-ingesta
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que se produce tras la extraccion parcial intragastrica de este alimento en los animales
una vez saciados, un fenémeno, por otra parte, bien establecido en la bibliografia de
la Nutriciéon a Corto Plazo (Snowdon, 1970; Davis y Campbell, 1973; Deutsch 7 a/,
1978; Wirth y McHugh, 1983; Kaplan ez a/., 1994).

Estos resultados apoyan la implicacion del PBle en la regulacién de los procesos
nutritivos a Corto Plazo, probablemente a través de la implicacion de este nucleo
troncoencefalico en el procesamiento de las sefiales viscero-sensoriales vagales,
apoyando asf la idea de que el eje Vagal-PBle puede ser un componente fundamental

en la regulacion de los procesos nutritivos a Corto Plazo.

En efecto, diversos estudios han comprobado que el PBle es un area cerebral
donde terminan las fibras que transmiten la informacién visceral de caracter
quimiosensorial (Bernard e a/, 1993). Mas aun, tanto la administracién intraduodenal
de glucosa (Wang et al, 1999) como la induccién de glucoprivacion (Ritter ef al.,
1994) provoca la activacion de una serie de estructuras cerebrales entre las que se
encuentra el PBle. Esta ultima activacion, por otra parte, que es eliminada mediante

Vagotomias (Ritter ¢f al., 1994).

En esta misma linea, existen estudios que han identificado neuronas en el PBle
que responderfan a la distension gastrica (Suemort ef al., 1994; Baird et al., 2001a, b;
Berthoud ez al, 2001; Vrang et al., 2003; Mazda e al., 2004), una importante sefial
sensorial relacionada con los mecanismos implicados en el proceso de Saciacion
(Davis y Campbell, 1973; Deutsch e7 al., 1978; Kraly y Smith, 1978; Wirth y McHugh,
1983).

Sin embargo, el hecho de que no existan diferencias entre los animales con
lesiones del PBle y sus controles ni en la latencia de ingesta ni en las cantidades
consumidas de Comida Liquida hasta cumplir el criterio de Saciacién (5 min. sin
consumir), parece sugerit que el PBle no esté implicado especificamente en el
proceso de Saciaciéon y que, de nuevo, otros mecanismos alternativos podtian ser
responsables de dicho efecto compensatorio (por ejemplo, vias vagales y no vagales
que proyecten a otro centro cerebral distinto al PBle o Saciedad Condicionada). De
hecho, en la subfase B, cuando no se produce extraccion alguna de nutrientes tras el
criterio de Saciacion, las cantidades ingeridas de Comida Liquida entre ambos grupos

también es idéntica.
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Sin embargo, las lesiones del PBle parecen interferir en la capacidad del animal
para ajustar su comportamiento a cambios repentinos en el sistema digestivo, como

los producidos tras la extraccién de contenidos gastricos.

Con respecto a la controversia planteada en relacién con la relevancia de los
distintos niveles del sistema gastrointestinal implicados en los procesos nutritivos
regulatorios a Corto Plazo, si bien algunos autores destacan las sefiales
gastrointestinales procedentes de niveles post-gastricos (McHugh y Moran, 1978;
Gibbs ef al, 1981), otros muchos consideran que este proceso de regulacién procede
particularmente del sistema gastrico (Davis y Campbell, 1973; Deutsch ez al., 1978;
Kraly y Smith, 1978; Wirth y McHugh, 1983).

Este ultimo punto de vista se ve apoyado por los datos a través de las técnicas de
Oclusion Pilérica, mediante las cuales se ha demostrado que los animales ingieren la
misma cantidad de nutrientes liquidos cuando el piloro esta ocluido (oclusion
pilorica) y cuando se producen los procesos habituales de vaciado gastrico (Deutsch
et al, 1978; Kraly y Smith, 1978; Wirth y McHugh, 1983; Secley ez al, 1996),
demostrando asi que las sefiales que proceden del estobmago podrian ser suficientes

para regular y determinar el volumen de la ingesta a Corto Plazo.

Los mecanismos neurobiolégicos implicados durante la extraccion parcial de
nutrientes debe suponer la activaciéon de componentes especializados en la deteccién
rapida de la informacién visceral. En este sentido, esta ampliamente documentado la
participaciéon de las aferencias vagales tanto mecanorreceptoras como
quimiorreceptoras situadas en los distintos segmentos del tracto gastrointestinal
(Gonzalez y Deutsch, 1981; Ritter ez al., 1994) y cuyos primeros relevos se sitdan en
la zona intermedio-caudal del N'TS, quienes proyectan a continuacion hacia la parte
interna del PBle (Herbert e al, 1990; Jia et al, 1994). También el subnicleo
dorsomedial del NTS inerva la parte externa del PBle (Fulwiler y Saper, 19806;
Herbert ez al., 1990; Jia et al., 1994; Karimnamazi ef al., 2002).

La relevancia del PBle en el procesamiento de sefiales viscerales a Corto Plazo se
pone de manifiesto también a través de una serie de estudios en los que lesiones del
PBle interrumpen el aprendizaje discriminativo gustativo, en los que se utiliza como
estimulo visceral tanto la administraciéon intragastrica de productos reforzantes
(alimentos predigeridos) (Zafra et al., 2002) como de sustancias toxicas (Mediavilla ez
al., 2000). Esta participaciéon del PBle parece ser relevante, conviene insistir, sélo
cuando las demandas temporales de la tarea son muy estrictas (Mediavilla ez a/., 2000;
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Zafra et al., 2002). Asi, lesiones electroliticas bilaterales del PBle impedirfan la
adquisicion del Aprendizaje Gustativo Concurrente (a Corto Plazo) al interrumpir
presumiblemente la transmisién de la informacién viscero-sensorial ascendente
procedente del Nervio Vago (Sakai y Yamamoto, 1999; Mediavilla ez a/., 2000; Reilly y
Trifunovic, 2000a, b, 2001; Zafra ef al., 2002).

Ahora, en el presente estudio podria ocurrir que las lesiones parabraquiales
interrumpieran también las sefiales digestivas rapidas necesarias para desencadenar
las conductas compensatorias requeridas tras la extracciéon parcial de contenidos
nutritivos gastricos. En cualquier caso, esta participacion parabraquial podria implicar
informacién tanto gatrica como post-gastrica, una cuestion que esta por determinar.
Sean las sefiales gastricas, las postgastricas o ambas las responsables de producir estos
procesos nutritivos a Corto Plazo, esta informaciéon (generalmente de distension

gastrica) sera transmitida al encéfalo a través de la via neuroanatémica Vagal-PBle.
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EXPERIMENTO 7: Relevancia del Eje Parabraquial (PBI y PBle)-
Amigdalino (CelL) en la Ingesta de Sacarosa: Efecto de la

administracion de Naloxona.

El Complejo Parabraquial, y especificamente el PBle, mantiene importantes
conexiones viscero-sensoriales con centros rostrales, como el CeA, y particularmente
con el CeL. (Bernard ez al., 1993) (ver Figura 0.3). Asi, por ejemplo, se ha observado
activacién, entre otros nucleos cerebrales, del CeA (incluido el Cel) tras la
administracion de productos aversivos (por ejemplo, HCI) que inducen AAvG (Ervin

et al., 1990) y que puede ser bloqueada mediante Vagotomias (Michl ez /., 2001).

Sin embargo, y en general, las lesiones efectuadas en la Amigdala ofrecen
resultados contradictorios. Concretamente, hiperfagia y/o ganancia de peso (Bucy y
Klaver, 1955; Box y Mogenson, 1975; Leonard ez al., 1982; Bovetto y Richard, 1995),
afagia y/o pérdida de peso (Cole, 1974; Box y Mogenson, 1975; Ganaraj y
Jeganathan, 1998), o total ausencia de efecto sobre la ingesta de comida y peso
corporal (Dacey y Grosman, 1977; Kemble ez a/., 1979; Schoenfeld y Hamilton, 1981;
Ritter y Hutton, 1995). En este sentido, se ha sugerido que la localizacién de las
lesiones que producen afagia podrian implicar dafio incidental de estructuras
adyacentes, no amigdalinas (Rollins y King, 2000) como, por ejemplo, el Globus
Palidus (Morgane, 1961; Leonard 7 al., 1975; Dacey y Grossman, 1977; Palfai ez al.,
1984; Schoenfeld y Hamilton, 1981). De hecho, lesiones limitadas del CeA, sin dafio
en el Globus Palidus, no producen hipofagia, pérdida de peso o déficit sensorio-
motor (Dacey y Grossman, 1977; Kemble e al., 1979; Schoenfeld y Hamilton, 1981;
Leonard y Hahn, 1982; Bovetto y Richard, 1995; Ritter y Hutton, 1995).

Sin embargo, algunos estudios (King ez a/, 1993a, b; King ez al., 1997; King ¢t al.,
1998) han observado hiperfagia y obesidad moderada en animales con lesiones en la
regiéon posterodorsal de la Amigdala (APD) aunque, a menudo, estas lesiones
invaden la porcion caudal del CeA (Rollins y King, 2000), una regiéon en la cual se
produce hiperfagia y ganancia de peso cuando las lesiones incluyen dafio en su mitad

vental (Box y Mogenson, 1975).

Por otra parte, y desde una perspectiva neuroquimica, diversos autores han
implicado al sistema Opiaceo en la modulacion de la nutricién (Stapleton ez al., 1979;
Kirkham y Blundell, 1986; Carr ¢ al., 1991; Higgs y Cooper, 1997; Glass et al., 1999b;
Zhang y Kelley, 2000; Richardson e# a/., 2005). Estos estudios han observado que el
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consumo de comida y agua aumenta con la administraciéon de agonistas y disminuye
con el uso de farmacos antagonistas (Kirkham y Blundell, 1986; Carr e al, 1991;
Parker e al., 1992; Giraudo ¢ al., 1998; Ferraro et al., 2002; Frisina y Sclafani, 2002;
Zhang y Kelley, 2002), bien sea por su caracter aversivo (en el segundo caso) (Stein y
Belluzzi, 1978; Schaefer y Michael, 1981, 1985, 1988; Kelsey ef al., 1984; Stolerman,
1985; Rudski ez al., 1997; Bielajew ez al., 2003; Shoblock y Maidment, 2006), bien por
su influencia sobre los procesos post-ingestivos implicados en la Saciacion (Kirkham
y Blundell, 1984, 1986; Glass ez al., 1999, 2000) o, en fin, por su antagonismo sobre
las propiedades oro-sensoriales hedénicas (Cooper, 1980, 1983; Kirkham y Cooper,
1988a, b; Parker ef al, 1992; Kanarek ef al, 1997; Yeomans y Gray, 1997; Yu et al,
1999; Kelley ez al., 2002; Richardson ez al., 2005).

El PBle, por su parte, ha sido relacionado con el procesamiento reforzante, de
indole opiacea, inducido mediante Estimulacion Eléctrica Intracerebral (Simén ef al,
2007) o también por la administracion intragastrica de nutrientes (por ejemplo,
lactosa, sacarosa, glucosa, maltosa o policosa) (Wang ez a/., 1999; Yamamoto y Sawa,
2000a) o inducido por el consumo de sustancias apetitivas, como la Sacarina
(Yamamoto y Sawa, 1994, 2000b). De hecho, tanto las lesiones generales del Area
Parabraquial lateral (que suele incluir al PBle) (Edwards y Ritter, 1989) como las
lesiones especificas del PBle (Zafra ef al, 2002) eliminan, respectivamente, la
preferencia por las comidas apetitivas o hacia estimulos gustativos asociados con la

administracion intragastrica de alimentos reforzantes.

En este ultimo contexto, el CeA ha sido implicado concretamente en la
integracion de las sefiales gustativas, hedonicas y autonémicas propias de la ingesta
de comida (Pomonis e/ al, 2000), las cuales también suelen incluir mecanismos
opiaceos (Li y Rowland, 1993; Giraudo et a/, 1998; Swanson y Petrovich, 1998; Glass
et al, 2000), activandose, por ejemplo, tras la administraciéon periférica de
antagonistas (Pomonis e al, 1997, 2000; Carr et al., 1998; Gestreau et al., 2000,
Georges ¢t al., 2000; Hamlin ef al., 2001, 2004; Le Guen ef al, 2001; Veinante ef al.,
2003). Mas aun y en esta linea, el CeA parece estar relacionado con la liberacién de
oplaceos endégenos que son generados por el consumo de Sacarosa (Pomonis e7 al.,

2000).

Sin embargo, la baja densidad de receptores opiaceos en el CeA vy la significativa
expresion ¢fos inducida por la administracion de Naloxona sugiere un efecto

bloqueador del control ténico inhibitorio opiaceo ejercido sobre el CeA de alguna
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otra estructura que si posea dichos receptores (Le Guen ez al., 2001, 2003).

De acuerdo con este planteamiento, el presente experimento pretende examinar,
en primer lugar, si las lesiones del PBL, y en particular del PBle, o del CeL influyen
sobre la ingesta de Sacarosa en animales privados de agua pero no de comida. Mas
aun, se examinara la influencia del Sistema Opiaceo sobre los probables efectos de

las lesiones sobre la nutricidn.

MATERIALES Y METODO

SUJETOS

Se utilizaron 31 ratas de la raza Wistar procedentes del animalario de la
Universidad de Granada y cuyos pesos, al comenzar el procedimiento quirdrgico, se
encontraban entre 270 y 320 g. Estos animales fueron asignados aleatoriamente a 5
grupos: 1) grupo lesionado en el Nucleo Parabraquial Lateral (PBl, n= 06), 2) grupo
lesionado en el Nucleo Parabraquial Lateral Externo (PBle, n= 06), 3) grupo lesionado
en el Nucleo Central Lateral de la Amigdala (CeL, n= 7), 4) grupo control no
lesionado al que se le aplicé el mismo procedimiento experimental que a los demas
grupos [Nx, n= 6 (2 con paso de electrodo de PBI; 2 con paso de CeL; 2 sin paso)] y
5) grupo control sin lesion al que se les administré6 Agua Destilada en todas las fases

experimentales [Veh, n=6 (2 con paso de electrodo de PBI; 2 con paso de CeL; 2 sin

paso)].

Todos los animales fueron alojados en jaulas metacrilato de 30x30x30 cm. (de
caracteristicas similares a las descritas en el Capitulo I y II de la presente Tesis
Doctoral) y con comida y agua ad /ibitum durante la semana de habituacion previa a la
cirugia. Las condiciones ambientales de luz y temperatura fueron similares a las
descritas anteriormente y fueron mantenidas constantes, dentro del rango descrito en

los experimentos previos.
PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

El procedimiento seguido para la realizacién de las distintas lesiones electroliticas
fue similar al descrito en los experimentos anteriores, adaptindolo a las
particularidades de cada nicleo cerebral. Las coordenadas estereotaxicas utilizadas
fueron obtenidas a partir del atlas de Paxinos y Watson (19806): 1) en el caso del PBI
(AP: -0.16. mm.; L: +-2.4 mm.; V: +3.4 mm.) se utiliz6 una corriente eléctrica de 2
mA. durante 20 seg. a través de un electrodo aislado excepto en sus 0.5 mm. distales,
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2) para el PBle (AP: -0.16 mm.; L: +-2.4 mm.; V: +3.0 mm.) se emple6 una corriente
de 0.3 mA. durante 10 seg., y finalmente 3) para el CelL (AP: +6.42 mm.; L: +-4.3
mm.; V: +2.05 mm.) se us6 una corriente de 1.2 mA. durante 20 seg. a través de un

electrodo sin aislar en sus 0.5 mm. distales.

La lesion ficticia de los animales controles reproduce todos los pasos anteriores,
si bien la coordenada vertical que se usé fue situada 1 mm. por encima del objetivo
vertical (para no afectar al nucleo) y sin que se produjera el paso de corriente eléctrica

en ninguno de los casos.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

a) Fase Experimental I (Figura 3.2): 2 dias después de finalizar las

intervenciones quirurgicas intracerebrales (dia 1°) los animales son privados de agua,
aunque con acceso libre a la comida, que sélo serfa retirada al comenzar las sesiones
de ingesta. Asi, en el 3° y 4° dia se les ofrece una solucién de Vainilla a través de una
bureta situada a la derecha del animal, contabilizandose el consumo realizado durante
10 minutos (este procedimiento pretende que, en su caso, los animales asocien a la
Vainilla la potencial aversién generada por la intervencion quirdrgica). Durante los 2
dfas siguientes los animales dispusieron de libre acceso al agua. El 6° dfa es utilizado
como periodo de privacién de agua. Durante los dos dias posteriores (7°y 8° dia) se
les ofrece a los animales una solucién de Sacarosa (10%) a través de una bureta
situada ahora a la izquierda del animal, cuantificandose a continuacién la ingesta
efectuada durante 10 minutos (esta manipulacién tiene como objetivo evitar posible

neofobia a la Sacarosa en las siguientes fases experimentales).

Al finalizar la ingesta del 8° difa, a los animales se les ofrece durante 24 h. una

bureta de agua ad /ibitum, para volver a ser privados al dia siguiente (9° dia).

b) Fase Experimental II (Figura 3.2): Entre los dias 10° y 16° se utilizé un disefio

experimental intrasujeto ABA, aunque sélo en los dfas 10°, 13° y 16° se llevaron a
cabo las pruebas experimentales propiamente dichas. Asi, tras un periodo de
privacion de agua de 24 h., pero con acceso a comida, los animales reciben
sucesivamente la administracién subcutanea de Agua Destilada (Agua D./1), Nx, y
de nuevo, Agua Destilada (Agua D./2) respectivamente, excepto pata el caso del
grupo Vehiculo que en las 3 sesiones experimentales recibieron Agua Destilada.
Veinte minutos después de la administraciéon subcutanea del tratamiento
correspondiente a los animales se les ofrece 2 buretas [Sacarosa (Izquierda)/Vainilla
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(Derecha)] durante 30 minutos, contabilizindose la ingesta de cada una de ellas.
Durante las 48h. comprendidas entre cada tratamiento los animales disponen de

buretas con agua y comida ad libitum.

¢) Fase Post-Experimental (Figura 3.2).: En el dia 18° los animales disponen de
las dos buretas (Sacarosa/Vainilla), aunque en esta ocasién no reciben la
administracién de producto alguno (se pretende comprobar si los animales habian

desarrollado aversiones gusto-olfatorias de algin tipo).

Dias1 2 3 4 56 78 910 111213141516 1718
/Sy Sy A RSy Sy S SNy RS [ RSy NSy J—" R—" —" R—" — —

Lesion vV Vv S S Agua D./1 Nx Agua D./2 SIV

Figura 3.2: Secuencia temporal del experimento. V: Vainilla; S: Sacarosa; Agua D.: Agua
destilada; Nx: Naloxona.

HISTOLOGIA

Una vez finalizado el experimento, todos los animales lesionados fueron
perfundidos transcardialmente con 40 ml. de suero fisiolégico y otros 40 ml. de
formaldehido al 4%. Sus cerebros fueron laminados en secciones coronales de 50

micras, montadas y tefiidas siguiendo el procedimiento descrito en el Capitulo I de la

presente Tesis Doctoral (Fotografia 3.3).
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Fotografia 3.3: Localizacion de las distintas lesiones electroliticas realizadas en PBI (A), PBle (B) y
CeL (C), tomando como referencia el atlas neuroanatémico de Paxinos y Watson (1986).
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RESULTADOS
PESOS CORPORALES

Los datos fueron analizados usando un ANOVA entregrupo y no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en los pesos de los animales de los distintos
grupos (Media del peso de: PBI= 298.63g.; PBle: 289.15¢g.; CeL: 289.28g.; Control
Nx: 312.0g.; y Control Veh.: 288.35¢g.) al inicio del experimento [F(4,26)= 2.33, p=
0.08].

INGESTA DE VAINILLA Y SACAROSA (FASE EXPERIMENTAL
)

Los datos analizados, usando un ANOVA, correspondiente al dia 3° y 4° dia
muestran que el grupo lesionado en el PBle presenta diferencias estadisticamente
significativas en la cantidad ingerida de Vainilla en comparacién con el grupo Control
Veh. en la prueba de 10 min. [F(1,26)= 8.17, p= 0.008], sin que aparezcan diferencias
significativas en la ingesta de Vainilla entre el grupo PBle y el PBI [F(1,27)= 2.52, p=
0.12] (Grafica 3.9).
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Grafica 3.9: Media de las cantidades ingeridas de Vainilla de los dos dias de la Fase
Experimental I del grupo Control Veh., Control Nx, CeL, PBl y PBle durante 10 min.

Por otra parte y con respecto a la ingesta de Sacarosa, el grupo PBle muestra

diferencias significativas en la cantidad ingerida (dfa 7° y 8°) en comparacién con los
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dos grupos Controles [Control Veh.: F(1,26)= 19.40, p= 0.001; Control Nx:
F(1,26)= 5.76, p= 0.02] y con el grupo CeL [F(1,26)= 4.73, p= 0.03] (Grafica 3.10).
Mas aun, se producen diferencias significativas en las cantidades ingeridas de

Sacarosa entre el grupo PBle y PBI [FF(1,27)= 19.16, p= 0.005] (Grafica 3.10).

Ingesta de Sacarosa en la Fase Experimental I
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Grafica 3.10: Media de las cantidades ingeridas de Sacarosa (10%) de los dos dias de la Fase
Experimental I del Grupo Control Veh., Control Nx, CeL, PBl y PBle durante 10 min.

Por el contrario, el grupo lesionado en el PBI no muestra diferencias con respecto
a los dos grupos Controles en las cantidades ingeridas de Sacarosa [Control Veh.:

F(1,26)= 1.47, p= 0.23; Control Nx: F(1,26)= 0.62, p= 0.43] (Gréfica 3.10).

Finalmente, los animales lesionados en el CelL muestran diferencias significativas
en las cantidades ingeridas de Sacarosa con respecto al grupo Control Veh. [F(1,26)=

5.18, p= 0.03] (Gréfica 3.10).

INGESTA DE SACAROSA TRAS LA ADMINISTRACION
SUBCUTANEA DE NALOXONA (FASE EXPERIMENTAL II)

Los datos de esta fase experimental (dfa 10°, 13° y 16°) fueron analizados
utilizando un ANOVA con medidas repetidas. Este andlisis revela que todos los
grupos, excepto el grupo Control Vehiculo [F(1,26)= 0.01; p= 0.91], muestran
diferencias significativas intragrupo (p= 0.001) en la ingesta total (Vainilla y Sacarosa)
cuando se compara la Fase 1 (Agua D./1) y la Fase 3 (Agua D./2) con la Fase 2 (Nx),

en la que se produce una reducciéon en la ingesta total (tras la administracion
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subcutanea de Naloxona) sin que se produzcan diferencias significativas intragrupo
en la ingesta total entre la Fase 1 (Agua D./1) y la Fase 3 (Agua D./2) (Grifica3.11).
Esto ultimo sugiere que se ha producido una recuperacion total de la ingesta dos dias

después de la administracién subcutanea de Nx.

Ingesta Total (Vainilla + Sacarosa) en Fase Experimental II
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Grafica 3.11: Ingesta Total (Vainilla + Sacarosa) del grupo Control Veh., Control Nx, CeL, PBl, y
PBle tras un periodo de privacion de agua de 24 h., en la Fase Experimental II, es decir, en el
disefio experimental intrasujeto A (administracion subcutanea de agua destilada) B
(administracion subcutanea de Naloxona) A (administracién subcutanea de agua destilada)
durante 30 minutos.

Por otra parte, los grupos con lesion Parabraquial (PBl y PBle) muestran
diferencias significativas en la ingesta total (Vainilla + Sacarosa) consumida en la Fase
1 (Agua D./1) con respecto al grupo Control Nx [PBl: F(1,26)= 6.21, p= 0.01; PBle:
F(1,26)= 8.65, p= 0.006; CelL: F(1,26)= 0.52, p= 0.47; Control Veh: F(1,26)= 0.24,
p= 0.62] y al grupo Control Vehiculo [PBI: F(1,26)= 8.92, p= 0.006; PBle: F(1,26)=
11.80, p= 0.001; CeL: F(1,26)= 1.52, p= 0.22; Control Nx: F(1,26)= 0.24, p= 0.62],
desarrollandose asi un posible efecto de hiper-ingesta en ambos grupos (Grafica

3.11).

Por su parte, el andlisis de los resultados entregrupos sobre la Ingesta Total
(Vainilla + Sacarosa) permite comprobar que el grupo con lesion del PBle y el grupo
Control Vehiculo muestran diferencias significativas en la ingesta total producida en
la Fase Nx con respecto al grupo Control Nx [PBl: F(1,26)= 0.07, p= 0.78; PBle:
F(1,26)= 10.56, p= 0.003; CeL: F(1,26)= 1.55, p= 0.22; Control Veh: F(1,26)= 11.48,
p= 0.002] (Grafica 3.11). Esto es, la lesiéon del PBle disminuye la reduccién de la
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ingesta total inducida tras la administraciéon subcutianea de Nx.

Finalmente, no existen diferencias significativas en la ingesta total (Vainilla +
Sacarosa) en la Fase Nx entre el grupo PBl y el grupo Control Nx [F(1,26)= 0.07, p=
0.78] (Grafica 3.11). Esto ultimo sugiere que el incremento en la ingesta total
observado en el grupo PBle en la Fase Nx no se deberia tanto a una lesion general
del Complejo Parabraquial, ya que, si asi fuese, el grupo PBI deberia haber mostrado
también dichas diferencias. La diferencia en la ingesta total entre el grupo PBI y el
PBle en la Fase Nx [F(1,26)= 8.87, p= 0.000] sugiere una mayor relevancia para el

segundo de estos grupos.

INGESTA DIFERENCIADA DE Vainilla O Sacarosa TRAS
LA ADMINISTRACION DE NALOXONA

Todos los grupos, excepto el Control Nx, muestran diferencias significativas
entre la cantidad ingerida de Sacarosa y de Vainilla en la Fase 1 (Agua D./1) [PBL
F(1,26)= 35.91, p= 0.001; PBle: F(1,26)= 22.02, p= 0.001; CeL: F(1,26)= 18.34, p=
0.001; Control Nx: F(1,26)= 0.02, p= 0.88; Control Veh.: F(1,26)= 5.46, p=0.02],
mientras que todos los grupos, sin excepcién, muestran dicha diferencia (p= 0.01) en

las dos siguientes fases (Grafica 3.13).
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Grafica 3.13: Ingesta diferenciada de Vainilla y Sacarosa (10%) de los Grupos Control Veh.,
Control Nx, CeL, PBl y PBle, tras un periodo de privacion de agua de 24 h., en la Fase
Experimental II, es decir, en el disefio experimental intrasujeto A (administracién subcutanea de
agua destilada) B (administracion subcutanea de Naloxona) A (administraciéon subcutanea de
agua destilada) durante 30 minutos.
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Con respecto a la ingesta particular de Vainilla, ninguno de los grupos lesionados (PBI,

PBle y CeL)) muestran diferencias estadisticamente significativas en el consumo producido
en la Fase 1 (Agua D./1) con respecto al grupo Control Veh. [PBL: F(1,26)= 0.008, p=
0.92; PBle: F(1,20)= 2.22, p= 0.14; CeL: F(1,26)= 0.036, p= 0.84]. Por otro lado, en todos

los grupos existen diferencias intragrupos significativas en la ingesta parcial de Vainilla
entre la Fase 1 (Agua D./1) y Fase 3 (Agua D./2) [PBL: F(1,26)= 7.22, p= 0.01; PBle:
F(1,26)= 9.52, p= 0.004; CeL: F(1,26)= 9.65, p= 0.004; Control Nx: F(1,26)= 32.30, p=
0.001; Control Vehiculo: F(1,26)= 6.88, p= 0.01], con una disminucién en las cantidades

consumidas (Grafica 3.14) que no parece deberse a un efecto aversivo de la Nx, ya que el

grupo Control Vehiculo también muestra dicha disminucién y no recibe Nx.
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Grafica 3.14: Ingesta particular de Vainilla del grupo Control Veh., Control Nx, CeL, PBl y PBle,
tras un periodo de privacion de agua de 24 h., en la Fase Experimental II, es decir, en el disefio
experimental intrasujeto A (administracién subcutanea de agua destilada) B (administracion
subcutanea de Naloxona) A (administracién subcutanea de agua destilada) durante 30 minutos.

Con respecto a la ingesta de Sacarosa, los dos grupos parabraquiales (PBl y PBle)

muestran diferencias significativas, durante la Fase 1 (Agua D./1), con respecto a los

dos grupos Controles [PBl vs. Control Veh.: F(1,26)= 9.46, p= 0.004; PBI vs.
Control Nx: F(1,26)= 15.09, p= 0.001; PBle vs. Control Veh.: F(1,26)= 7.55, p=
0.01; PBle vs. Control Nx: F(1,26)= 12.65, p= 0.001], lo cual sugiere un efecto

hiperfagico tras las lesiones parabraquiales (Grafica 3.15). Mas adn, sélo los dos

175




grupos con lesiones parabraquiales (PBI y PBle) muestran diferencias significativas en
la ingesta de Sacarosa en la Fase 3 (Agua D./2) con respecto a los dos grupos
Controles [PBIl vs. Control Veh.: F(1,26)= 4.99, p= 0.03; PBI vs. Control Nx:
F(1,26)= 5.08, p= 0.03; PBle vs. Control Veh.: F(1,26)= 4.58, p= 0.04; PBle vs.
Control Nx: F(1,26)= 4.66, p= 0.04]. No existen diferencias en la ingesta entre el
grupo PBl y el PBle [Fase Agua D./1: F(1,27)= 0.10, p= 0.74; Fase Agua D./2:
F(1,27)= 0.008, p= 0.92], lo cual viene a destacar la mayor importancia relativa del
PBle. No se producen diferencias significativas en la ingesta de Sacarosa entre la Fase
1 (Agua D./1) y la Fase 2 (Nx) en los dos grupos Controles [Control Nx: F(1,26)=
0.15, p= 0.69; Control Veh.: F(1,26)= 3.22, p=0.08]. Por el contrario, si se produce
una disminucién significativa entre ambas fases en los tres grupos lesionados (PBI,
PBle y Cel) [PBl: F(1,26)= 26.67, p= 0.001; PBle: F(1,26)= 7.51, p= 0.01; CeL:
F(1,26)= 5.59, p= 0.02]. Sin embargo, en la Fase 2 (Nx), la ingesta de Sacarosa de los
tres grupos lesionados no muestra diferencias significativas con respecto a la ingesta
de Sacarosa en la Fase 1 (Agua D./1) del grupo Control Nx [PBL: F(1,5)= 0.009, p=
0.92; PBle: F(1,5)= 4.54, p= 0.08; CeL: F(1,5)= 3.26, p= 0.13] (Grafica 3.15), por lo
que la Nx parece eliminar el posible efecto de hiperfagia inducido tras las tres

lesiones cerebrales.
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Grafica 3.15: Ingesta particular de Sacarosa del grupo Control Veh., Control Nx, CeL, PBl y PBle,
tras un periodo de privacion de agua de 24 h., en la Fase Experimental II, es decir, en el disefio
experimental intrasujeto A (administracién subcutanea de agua destilada) B (administracion
subcutanea de Naloxona) A (administracién subcutanea de agua destilada) durante 30 minutos.
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Sin embargo, de los grupos lesionados soélo el grupo PBle muestra diferencias
significativas en la ingesta de Sacarosa en la Fase Nx con respecto al grupo Control
Nx [PBIL: F(1,26)= 0.05, p= 0.81; PBle: F(1,26)= 4.53, p= 0.04; CeL: F(1,26)= 0.82,
p= 0.37], a diferencia de lo que sucede con el grupo PBI [F(1,26)= 0.05, p= 0.81] y el
grupo CeL [F(1,26)= 0.82, p= 0.37] (Grafica 3.15), lo cual sugiere que el PBle podria

procesar en mayor medida algunas de las propiedades anoréxicas de la Naloxona.

Finalmente, sélo el grupo Control Nx muestra diferencias intragrupo en la ingesta
de Sacarosa entre la Fase 1 (Agua D./1) y la Fase 3 (Agua D./2) [PBL: F(1,26)= 0.55,
p= 0.46; PBle: F(1,26)= 0.98, p= 0.32; CeL: F(1,26)= 1.24, p= 0.27; Control Nx:
F(1,26)= 5.44, p= 0.02; Control Veh: F(1,26)= 2.15, p= 0.15], mostrando un
aumento en la ingesta tras la Fase Nx (Grafica 3.15). Estos datos reflejarfan, en cierto
modo, que los tres nucleos lesionados (PBI, PBle y Cel)) incrementan la preferencia
por la Sacarosa tras la Fase Nx, o que, teniendo en cuenta que el Grupo Control Nx
es el que ingiere menos cantidad de Sacarosa en la Fase 2 (Nx), estos animales

compensarfan el déficit energético al dia siguiente en la Fase 3 (Agua D./2).

INGESTA DIFERENCIAL EN AUSENCIA DE
ADMINISTRACIONES subcutanea$ (Fase post-
EXPERIMENTAL)

Finalmente, en la tltima sesién experimental (dia 18) todos los grupos muestran
diferencias intragrupo entre la ingesta de Sacarosa y de Vainilla [PBL: F(1,26)=
108.69, p= 0.001; PBle: F(1,26)= 98.69, p= 0.001; CeL: F(1,26)= 86.32, p= 0.001;
Control Nx: F(1,26)= 52.14, p= 0.001; Control Vehiculo: F(1,26)= 39.89, p= 0.001],

con una clara preferencia por la Sacarosa (Grafica 3.18).
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Grafica 3.18: Ingesta diferenciada de Vainilla y Sacarosa (10%) de los Grupos Control Veh.,
Control Nx, CeL, PBIl, PBle tras un periodo de privacion de agua de 24 h., sin administracién
subcutanea y durante 30 min.

Sin embargo, sélo los grupos PBIl y PBle muestran diferencias significativas en la
ingesta de Sacarosa con respecto al grupo Control Nx [PBL: F(1,26)= 8.42, p= 0.007;
PBle: F(1,26)= 6.22, p= 0.01; CeL: F(1,26)= 1.14, p= 0.29; Control Vehiculo:
F(1,26)= 0.07, p= 0.77] (Grafica 3.18), manteniéndose asi un posible efecto de

hiperfagia inducido tras la lesién del Complejo Parabraquial.
DISCUSION

Los datos obtenidos en el presente experimento muestran que las lesiones del
PBI, del PBle y, en parte, del CelL (Ingesta de Sacarosa en la Fase Experimental I)
provocan hipefagia, cuando se comparan con sus grupos controles, en animales
privados de agua pero no de comida. Este estudio demuestra también que la
administracion de Naloxona disminuye el consumo de sustancias apetitivas
(Sacarosa), si bien un analisis mas pormenorizado de los datos indica que en animales
con elevadas necesidades energéticas (privados) la adminstracién de Nx no reduce el
consumo de Sacarosa. Por su parte, la administraciéon de Nx en animales con lesiones
del PBl, del PBle o del CeL induce el efecto anoréxico habitual del antagonismo
oplaceo sobre la ingesta de Sacorosa, aunque parece que el PBle serfa el mas

implicado en el procesamiento de las propiedades inhibitorias de la Naloxona, ya que
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su lesion disminuye parcialmente dicho efecto anoréxico.

Estos resultados son compatibles con los estudios que sugieren que la via Vagal-
Parabraquial-CeL estarfa implicada en el procesamieno de la informacién de origen

visceral (Bernard ez al., 1993).

En efecto, estudios previos han observado comportamientos hiperfagicos tras
lesiones globales del Complejo Parabraquial (Yamamoto ez al., 1995), del PBl en
particular (Takaki ez al, 1990; Zafra et al, 2005) y ahora, mas especificamente, del
PBle (Experimento 5, presente Tesis Doctoral). Por otra parte, lesiones subtotales
del PBI, que incluyen posiblemente al PBle, pueden inducir también un efecto
hiperdipsico (Ohman y Johnson, 1986; Edwards y Johnson, 1991; Sakai y
Yamamoto, 1998; De Gobbi 7 al, 2001; De Gobbi e al., 2009). De hecho, algunos
estudios han sugerido que el incremento en la ingesta producido por la desactivacion
del PBI (que incluirfa posiblemente al PBle) depende de los mecanismos facilitadores
de la ingesta presentes en CeA (Geerling y Loewy, 2006). Por lo tanto, se puede
especular sobre la idea de que las lesiones del PBI y, mas concretamente, del PBle

inducen hiperfagia por producirse un bloqueo del control inhibitorio.

Por otra parte, diversas investigaciones han relacionado también al area
parabraquial en procesos recompensantes que implican la modificacion especifica en
el valor reforzante de estimulos gustativos asociados (Berridge, 2003; Simon ef al.,

2007).

En relacién con la ingesta de Sacarosa se ha observado concretamente que los
animales lesionados en el CeL reproducen en mayor medida los resultados de
hiperfagia y/o ganancia de peso que muestran los animales con lesiones en la
Amigdala (Box y Mogenson, 1975; Leonard y Hahn, 1982; Bovetto y Richard, 1995;
King ez al., 1993a, b; King ez al., 1994; King et al., 1996; King et al., 1997; King e? al.,
1998; King et al., 1999; Rollins y King, 2000; Rollins e a/., 2001).

En el presente experimento la lesion del nicleo PBI da lugar, en algunos casos, a
efectos hiperfagicos (Fase Agua D./1 y Fase Post-Experimental) mientras que en
otras no ocutrre asi (Fase Experimental I y Fase Agua D./2). Esto contrasta con el
efecto que se observa durante todas las fases tras la lesion de una de sus partes (PBle)
y que sugiere que “la parte es mas efectiva que el todo”, esto es, que la zona critica
puede ser el PBle. Ahora la lesion del PBle ha podido ser mas especifica, con

respecto a la zona crucial implicada en el control de la ingesta, algo que no ocurrirfa
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con las lesiones del PBI que han podido dejar intactas partes del PBle.

Por otra parte, diversos estudios han demostrado que la administraciéon de
antagonistas oplaceos disminuye la ingesta en animales intactos (Lynch y Libby,
1983; Kirkham y Cooper, 1988a, b; Cleary ¢# al, 1996; Giraudo ez al., 1998; Yu et al.,

1999). Este efecto ha sido reproducido en el presente experimento con respecto a la

Ingesta Total (Vainilla+Sacarosa) (Grafica 3.11).

Levine y su grupo de investigacién han observado que los efectos anoréxicos
producidos por los antagonistas opiaceos dependen del estado nutritivo del
organismo y de la dieta utilizada. De hecho, la Naloxona ejerce poco o ningin efecto
sobre la ingesta en animales privados parcialmente de comida (por ejemplo, con el 80
% de su peso corporal) y esto ocurria, segin estos autores, porque estan ‘wotivados”
(Weldon et al., 1996). Mas aun, se ha observado que en estos animales la Naloxona
solo tiene efecto anorexico cuando se utiliza comida preferida (Comida Solida de
laboratorio impregnada de Sacarosa), sin afectar a la no preferida (“chow” o aceite de
trigo). Por su parte, en animales sin limitaciones de comida, la Naloxona disminuye la
ingesta de alimentos independientemente de su preferencia (Weldon ez a4/, 1990).
Este hecho sugiere que los opidceos podrian estar implicados en mayor medida en
los aspectos recompensantes de la alimentaciéon (Hipotesis Hedonica) que en los
relacionados con las necesidades energéticas (Hipotesis Energética) (Levine vy
Billington, 1997). En otras palabras, la Naloxona reduciria la ingesta al disminuir las
propiedades hedonicas (apetitivas) de la comida (disminucién del “Incentivo

Estimular”) y no por reducir el déficit energético (hambre).

Sin embargo, en la presente investigacion los animales permanecen 24 horas sin
agua, pero con comida, lo cual hace que, en cierto modo, también estén privados de
comida (los animales con sed tienden a comer menos por razones de homeostasis
hidrica), al revés que los animales del grupo de Levine que estan privados de comida,
pero no de agua. Esto supone que los animales de este presente experimento estarfan
“muy motivades” (en la terminologia de Levine) por ingerir la solucién de Sacarosa
debido a que, ademas de tener sed y hambre, se les ofrece una sustancia con unas
caracteristicas muy atractivas para su estado nutritivo (hambre, sed y comida liquida).
Sin embargo, los animales del grupo de Levine soélo estarian “wotivados” porque,
aunque tienen hambre, no tienen sed, ademas de ofrecerles la comida en estado

s6lido (hambre y comida solida).

De acuerdo con estos planteamientos cabria esperar que en el grupo Control
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Naloxona y en los grupos lesionados el efecto anoréxico sobre la Sacarosa seria

escaso ya que son animales privados con acceso a comida apetitiva (zuy motivados).

El analisis de los resultados de la Ingesta Parcial de Sacarosa del presente estudio
indica que, en efecto, los animales del grupo Control Nx no muestran una
disminucién en la ingesta (en la Fase Nx) en comparacién con los tres grupos
lesionados en este estudio (PBl, PBle y CeL) en los que se observa una supresion de
la ingesta de Sacarosa. Las cantidades de Sacarosa consumidas en la Fase Naloxona,
por estos tres grupos, son similares a las cantidades de Sacarosa consumida por el
grupo Control Naloxona en la Fase 1 (Agua D./1) (Grafica 3.15). Por lo tanto, la
Naloxona, aunque podria haber disminuido las propiedades hedonicas de la Sacarosa
(disminucién del “Incentivo Estimular”), parece haber eliminado la hiperfagia
inducida por las lesiones y, sélo por eso, disminuiria la ingesta de Sacarosa en los

grupos lesionados.

Sin embargo, esto no sucede en el grupo PBle que consume una mayor cantidad
de Sacarosa que el grupo Control Naloxona, algo que no sucede en el grupo PBIl a
pesar de que las ingestas con Agua Destilada de los dos grupos parabraquiales son
similares. Este hecho permite hipotetizar que las lesiones del PBle han podido
afectar, en mayor medida, al efecto anoréxico de la Naloxona que podria procesarse,

en parte, a través de este subnucleo.

En cualquier caso, es probable que las lesiones del PBI puedan haber afectado al
PBle parcialmente, a diferencia de lo que cabria esperar de las lesiones cuyo objetivo
era el PBle particularmente. Esta idea es compatible con los resultados de otros
estudios que muestran un efecto hiperfagico tras las lesiones totales del PBl (Ohman
y Johnson, 1986, 1989; Edwards y Ritter, 1989; Takaki et al, 1990; Edwards y
Johnson, 1991; Zafra ez al, 2005), aunque sin hacer mencién a ninguno de los
multiples subnucleos existente (alrededor de siete) (Fulwiler y Saper, 1984; Paxinos y
Watson, 19806). Este estudio centra su atencion en el Subnucleo Parabraquial Lateral
Externo (PBle) y propone que tanto el efecto hiperfagico como la accién anoréxica
de la Naloxona podrian prescribirse especificamente a través de este subnucleo

pontino.

En este contexto, un examen de los datos ofrecidos por los experimentos que
han puesto de manifiesto las multiples areas anatémicas relacionadas con la ingesta
de comida, por ejemplo, después de la administraciéon de agentes anoréxicos y

orexigénicos, permiten comprobar que entre todas esas areas “marcadas” se incluye
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el PBI (i y Rowland, 1993, 1994, 1995; Ritter ¢z al., 1994; Elmquist ¢z al., 1997; 1998;
Rowland e al., 2000; Trifunovic y Reilly, 2001; Cheng e al., 2011). Mas ain, algunos
estudios inmunohistoquimicos, por ejemplo, incluyen al PBle (entre otros muchos)
como uno de los centros activados tras la administracion periférica de productos
generadores de glucoprivaciéon (por ejemplo, 2,5-AM) (Ritter e al, 1994) y con
glucosa administrada intraduodenalmente (Wang e7 al, 1999), un efecto que resulta
eliminado mediante Vagotomias (Ritter ez a/, 1994; Calingasan y Ritter, 1993). De
hecho, las lesiones del PBI (que incluyen al PBle) bloquean las acciones de estos

agentes farmacolodgicos o endocrinos sobre la ingesta (Calingasan y Ritter, 1993;

Trifunovic y Reilly, 2001; Becsketi ez a/., 2007).

Mas aun, péptidos reguladores del consumo de los principales macro-nutrientes,
como el NP-Y (carbohidratos), la Galanina (grasas) y la ‘hormona liberadora de la
hormona del crecimiento’ (proteinas), son procesados por redes de nuicleos entre los
cuales también se incluye el PBle (Smith e al, 1985; Petrov e al., 1992a; 1992b;
Krukoff ez al., 1993; Veening ez al., 1998; Koegler e al., 1999; Bray, 2000).

El Complejo Parabraquial estd densamente inervado por vias extrinsecas y
neuronas intrinsecas que sintetizan neuropéptidos opiaceos (Finley ¢ a/, 1981; Fallon
y Leslie, 1986; Standaert ¢f al., 1986; Moga et al., 1990; Riche ez al., 1990; Catr et al.,
1991; Moufid-Bellancourt ef al, 1996; Wolinsky e# al., 1996; Gutstein et al., 1998;
Chamberlin ez al, 1999; Martin-Schild ez al, 1999; Engsttén et al, 2001).
Concretamente, en el PBl se han detectado la presencia de una alta densidad de
receptores opiaceos W, 0 y k (Atweh y Kuhar, 1977; Lynch e/ al., 1985; Sales ez al.,
1985; Mansour ef al., 1988, 1995b; Ding et al., 1996; Chambetlin e al., 1999), con una
mayor concentracion de receptores P en los nucleos PBle, PBl central y PBm,
mientras que los sistemas del tipo 0 y k han sido localizados tanto en la zona PBI
dorsal como en PBI ventral (Lynch ez al., 1985; Mansour ez al., 1988, 1995b; Ding ez
al., 1996). Por lo tanto, la posibilidad de que la lesién del PBle haya podido atenuar la
accion anoréxica de la Naloxona es compatible con los datos que relacionan al PBI

con el Sistema Opiaceo.

En resumen, los resultados del presente experimento muestran que las lesiones
del PBL, del PBle y, en parte, del CelL generan hiperfagia de sustancias apetitivas
probablemente a través de su accién sobre algunos de los componentes neurales
regulatorios implicados bien en los procesos de Saciacién o bien en los procesos

hedonicos. Este efecto hiperfagico se reduce tras la administracién de Naloxona, un
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farmaco antagonista opiiceo que reduce las propiedades hedonicas y/o post-
ingestivas de los nutrientes apetitivos y que se expresa a través de una disminucion en
la ingesta después de las lesiones. Sin embargo, esta accién anoréxica de la Naloxona
puede ser parcialmente contrarrestada por las lesiones del PBle que atentian el efecto

inhibitorio sobre la ingesta.
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CAPITULO IV:

RELEVANCIA OPIACEA EN EL APRENDIZAJE AVERSIVO
GUSTATIVO CONCURRENTE Y SECUENCIAL: EFECTOS DE
LA NALOXONA
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En general, el AAvG se podria definir como la capacidad adquisitiva de los
animales para evitar o rechazar un estimulo gusto-olfatorio que ha sido asociado

previamente con malestar visceral.

Se han propuesto diversas modalidades de Aprendizaje Interoceptivo Gustativo,
cada una con diferentes caracteristicas fisiologicas y comportamentales (Arnedo ef al.,
1990; 1991; Gallo ez al., 1992; Agtiero et al., 1993a, b; Agtero ez al., 1997; Mediavilla ez
al., 1998, 1999, 2001, 2005) y que, a su vez, implicarfan circuitos neuroanatomicos
independientes (Garcia ef al, 1985; Kiefer, 1985; Chambers, 1990; Garcia, 1990;
Mediavilla ez al., 2001, 2005).

Estas dos modalidades de Aprendizajes Interoceptivos Gustativos son, al parecer,
no redundantes en cuanto a su adquisiciéon ya que utilizarfan dos mecanismos
independientes de procesamiento visceral los cuales serfan activados en funcién de
las caracteristicas especificas de los estimulos viscerales y del protocolo experimental
utilizado. Estas dos modalidades de aprendizaje han sido denominadas AAvG
Concurrente y AAvG Secuencial (Arnedo e al., 1990, 1991; Gallo ez al., 1992; Agtiero
et al., 1993a, b; Agtiero et al., 1997; Mediavilla ef al., 1998, 1999, 2001, 2005).

En el caso del primero de ellas (Concurrente) utilizarfan un mecanismo de
deteccion y procesamiento neural rapido de los estimulos de caracter toxico que
ingresan en el organismo. Asi, este mecanismo neural permitiria el rechazo de los
estimulos gusto-olfatorios que generan malestar (Arnedo y Puerto, 1986; Arnedo ez
al., 1990, 1991; Arnedo e al, 1993) y que requieren de la existencia de receptores
gastricos que permitan la detecciéon inmediata del estimulo visceral (Arnedo ef al,

1991).

Con respecto al AAvVG Secuencial, esta modalidad utilizarfa un mecanismo
humoral mas lento para la deteccion de los estimulos viscerales el cual, a su vez,
implicarfa un proceso de absorcién de los productos presentes en el sistema
digestivo. Una vez absorbidos, y ya en el torrente sanguineo, estas sustancias setrfan
transportadas al SNC, donde podrian ser detectadas, presumiblemente, por
estructuras circunsventriculares quimiorreceptoras. Estos quimiorreceptores pueden
detectar la potencial peligrosidad/recompensa del estimulo visceral ingerido o
administrado, activando conductas de defensa/acercamiento, asi como diversas

reacciones de indole interna (Gallo ef al., 1988; Agiiero ef al., 1993b).
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En el AAvG Concurrente, el Nervio Vago serfa el sistema sensorial interoceptivo
capaz de detectar rapidamente, a nivel visceral, la presencia de sustancias
aversivas/apetitivas en el sistema gastrointestinal. Por su parte, la Via Humoral
procesa todos los productos que ingresan en el organismo incluidos aquellos que, por
sus caracteristicas peculiares, no pudieron ser detectados neuralmente en el sistema
gastrointestinal (Ritter ez a/., 1980; Ladowsky y Ossenkopp, 1986; Gallo ez al, 1991,
Bernstein e al., 1992).

El hecho de que estas dos modalidades experimentales requieran para
manifestarse de diferentes procedimientos, vias anatémicas, nimero de ensayos para
la adquisicion y diferente grado de flexibilidad (Mediavilla ez a/., 2001), sugiere que se
tratarfa de diferentes procesos de adquisicion, de diferentes modalidades de
aprendizaje, si bien el resultado final, en ambos casos, es evitar/rechazar uno de los
estimulos gusto-olfatorios. Se ha propuesto que estas dos modalidades de aprendizaje
podrian ser distinguidas teéricamente y asi, mientras el AAvG Concurrente
(aprendizaje incremental, contigiiidad estimular, rigidez, etc.) podria ser considerado
como un ejemplo de Aprendizaje Implicito, el AAvG Secuencial (un solo ensayo,
demora inter-estimular, flexibilidad, etc.) podria incluirse entre los Aprendizajes

Explicitos (Mediavilla ez 4/, 2001).

En efecto, existe el convencimiento de que en los procesos de aprendizaje y
memoria parecen existir distintas formas de adquisicion y retenciéon (Squire y Cohen,
1984). Las capacidades de memoria preservadas o impedidas tanto en animales
lesionados (Eichenbaum e# @/, 1986; Eichenbaum ef al, 1989) como en pacientes
amnésicos (Milner, 1972) apoya la existencia de mas de una modalidad de memoria
(Squire y Cohen, 1984). Squire y Cohen (1984) distinguen entre un Sistema de
Memoria Declarativo y un Sistema Procedimental. El Sistema de Memoria
Declarativo (Explicito) serfa accesible al recuerdo consciente e incluye hechos,
episodios, listas, relaciones e itinerarios de la vida cotidiana, relaciones entre multiples
indices, es decir, es “saber qué”. Por su parte, el Sistema de Memoria Procedimental
(Implicito) hace referencia a habilidades o destrezas perceptivas y motoras
adquiridas, y a las que sélo podemos acceder mediante la accién, a través de la
activaciéon de un procedimiento particular, de un sistema de accién abordado en las

mismas circunstancias originales, es decir, es “saber como”.

En este contexto, los sistemas neuroquimicos implicados en estos procesos de

aprendizaje estan por determinar. El hecho de que los antagonistas opiaceos
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bloqueen la adquisiciéon o expresion de preferencias por la dieta (Levine ez a/, 2002)
o, al menos, reduzcan la preferencia por soluciones apetitosas como la Sacarina o la
Sacarosa sugieren una potencial relevancia de este neurotransmisor en el aprendizaje
de indole visceral (.e Magnen e# al, 1980; Levine ez al, 1982; Le Magnen, 1992;
Agmo et al., 1995). Sin embargo, experimentos llevados a cabo por Bodnar y Sclafani
concluyen que los antagonistas opiaceos no interfieren en el desarrollo de
preferencias gustativas aprendidas. Mas aun, se ha comprobado que si bien el
antagonismo opiaceo disminuye la ingesta de los sabores asociados a la Sacarosa no
afecta sin embargo a la adquisicién ni a la expresion de las preferencias (Yu ez al,

1999; Azzara et al., 2000; Frisina y Sclafani, 2002; Baker ez al., 2004).

Cuando se wutilizan procedimientos de aprendizaje tales como el
Condicionamiento de Preferencia hacia un Lugar (CPL), se observa que los
antagonistas opiaceos inhiben la expresion pero no el aprendizaje del lugar preferido
asociado con la Sacarosa (Delameter ez a/, 2000). Asi, los antagonistas opidceos
administrados después de la adquisiciéon reducian el tiempo de permanencia en el
compartimento asociado a la Sacarosa pero, sin embargo, la administracién del

antagonista durante la adquisiciéon no impide las preferencias inducidas por el lugar.

En esta misma linea se ha comprobado que los antagonistas opiaceos, ademas de
provocar aversion por el lugar con el que se asocian (CAL), bloquean el CPL
inducido por morfina (Mucha ez al, 1982; Del Pozo et al, 1996; Shippemberg y
Elmer, 1998; Manzanedo e al., 2001b). Mas atn, en animales transgénicos, carentes

de receptores W, la morfina no induce CPL (Matthes e7 a/., 1996).

Procedimentalmente la distincién entre la modalidad Concurrente (a Corto
Plazo/Implicito) y Secuencial (a Largo Plazo/Explicito) se estableci6 con tareas de
AAvG, sin embargo esta disociaciéon también puede establecerse en pruebas de CPL.
Ahora bien, dado que ambas modalidades de aprendizaje (Concurrente y Secuencial)
se sustentan en distintos sistemas neurales (Gallo ez @/, 1991; Arnedo et al., 1993;
Agtiero et al, 1993; Mediavilla ez @/, 2001, 2005), también es probable que sean
procesadas por distintos sistemas neuroquimicos y que el Sistema Opidceo esté

implicado en una y no en otra modalidad, sea Concurrente o Secuencial.

En este contexto, la administracion intraoral de sustancias nutritivas induce
preferencias olfatorias que pueden ser bloqueadas mediante antagonistas opidceos

(Shide y Blass, 1991). Esta via intraoral de administraciéon del reforzador permite una
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deteccién rapida, una de las caracteristicas distintivas de la modalidad del aprendizaje

Concurrente.

También las preferencias Concurrentes por un lugar inducidas mediante
Estimulacion Eléctrica Intracerebral, y utilizada en experimentos previos, son
bloqueadas mediante la administracién de un antagonista opiaceo (Simoén e7 al., 2007,

Experimento 3, presente Tesis Doctoral).

De acuerdo con estos datos, el presente Capitulo propone que los antagonistas
opiaceos (Naloxona) podrian detetiorar la adquisicién (y no la retencion/expresion)
de tareas de AAvG Concurrente (y no AAvG Secuencial) probablemente al
interrumpir el procesamiento de la informacién visceral vagal rapida transmitida a

través de la utilizacién del Sistema Opiaceo.

Concretamente, este Capitulo pretende examinar la controversia existente en
torno a la relevancia de los antagonistas opiaceos en los procesos de aprendizaje y
memoria. Asi, se intentara disociar la implicaciéon de las dos modalidades de AAvG
(Concurrente y Secuencial) en relacién con el Sistema Opiaceo utilizando para ello la

administracién subcutinea de Naloxona (4 mg/kg.).

En este Capitulo, que consta de 3 experimentos, se analiza la adquisicion y
retencion/expresion del AAvG de animales a los que se les ha administrado
Naloxona. Asi, en el Experimento 8 se utiliza el procedimiento del AAvVG
Concurrente, a través de tres grupos: 1) un grupo en el que la Naloxona es inyectada
en todos los ensayos de adquisicién, 2) un segundo grupo al que la Naloxona le es
administrada solamente durante los dos primeros ensayos adquisitivos y 3) un tercer
grupo al que se le administra el Vehiculo (agua destilada) durante todo el proceso de
aprendizaje. En este experimento se llevaron a cabo siete ensayos de adquisicion. En
el 8° dia los animales fueron sometidos a una Prueba de Discriminacién, sin
administracion alguna. Finalmente, en el 9° dia se realizé un test de flexibilidad en el

que los estimulos gusto-olfatorios fueron invertidos posicionalmente.

En el Experimento 9 se analizaron los efectos de la Naloxona en una prueba de

retencion/expresion después de un AAvG Concurrente.

Por ultimo, en el Experimento 10 se siguié el procedimiento habitual de la
modalidad Secuencial del AAvG con administracion subcutinea de Naloxona

durante los ensayos de adquisicion.
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EXPERIMENTO 8: Relevancia Opiacea en el Aprendizaje Aversivo
Gustativo Concurrente (a Corto Plazo/Implicito): Efectos de la

Naloxona.

Investigaciones previas llevadas a cabo por este laboratorio han demostrado que
el AAvG Concurrente parece depender del eje neuroanatémico Vago-NTS-PBle-
CeA. En efecto, la integridad del Nervio Vago parece esencial para el aprendizaje de
la modalidad Concurrente (pero no para la Secuencial) del AAVG, y asi los distintos
tipos de Vagotomias interrumpen el AAvG Concurrente inducido mediante
administracién de NaCl hipertonico (Arnedo y Puerto, 1986; Arnedo ez al, 1989,
1990, 1991; Arnedo et al, 1993; Zafra et al., 2006), ademas de, por ejemplo,

incrementar la latencia de respuesta emética a Sulfato de Cobre (Colil e al., 1978).

Se ha propuesto que, en esta modalidad Concurrente, los mecanismos vagales
para la deteccion visceral ofrecen informacion rapida sobre las caracterfsticas
quimicas de los estimulos presentes en el sistema gastrointestinal y de esta manera
permite discriminar y reaccionar rapidamente sobre la conducta pertinente de ingesta

o rechazo de los alimentos.

El procedimiento experimental habitual en las tareas de AAvG Concurrente
implican la presentaciéon de dos estimulos gusto-olfatorios, uno de los cuales es
asociado con la administracion intragastrica simultanea de un estimulo nocivo (por
ejemplo, NaCl hiperténico), mientras que el otro estimulo gusto-olfatorio es asociado
con la inyeccién un estimulo inocuo (por ejemplo, Suero Fisiolégico) (Tabla 1.2).
Como en la mayoria de los procesos adquisitivos implicitos, este tipo de tareas

requiere de varios ensayos para que las tareas puedan ser aprendidas.

Mas alla de la implicacién del Nervio Vago, la modalidad Concurrente del AAvG
también puede ser bloqueada mediante lesiones en el Nucleo del Tracto Solitario
(Madiavilla ez al., 2011), PBle (Mediavilla e a/., 2000), PBm (Agtiero ez al., 1997), CeA
(Experimento 2, presente Tesis Doctoral) asi como en varias regiones del circuito

cerebelar (Mediavilla ez a/., 1998, 1999).

En efecto, existen estudios que también incluyen, dentro de este sistema, a la
conexion PBle-CeA (Simon e al., 2007; Capitulo II y III, presente Tesis Doctoral).
Asi, se ha demostrado que la Estimulacién Eléctrica del PBle induce conductas de
aversion tanto hacia los estimulos gusto-olfatorios (Simoén ez a/., 2007) como hacia los

lugares asociados (Simén ez al., 2007; Experimento 4, presente Tesis Doctoral), unos
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efectos que pueden ser bloqueados mediante la administracién de Naloxona (Simén
et al., 2007; Experimento 4, presente Tesis Doctoral). Resultados similares se han
observado en otros laboratorios en los que se ha logrado bloquear las preferencias
espaciales inducidas por comida con antagonistas tanto opidceos como

dopaminérgicos (Agmo e7 al., 1995; Tzschentke, 1998).

Por otro lado, dado que las lesiones del PBle disminuyen la acciéon anoréxica de la
Naloxona (Experimento 7, presente Tesis Doctoral) y que este subnucleo esta
implicado en los procesos adquisitivos a Corto Plazo al formar parte del eje
anatémico Concurrente, cabria esperar que el Sistema Opiaceo desempefiara una
funciéon relevante en este sistema cerebral y en sus manifestaciones

comportamentales (Bechara ez a/, 1993; Rabin ef al., 1985).

Asi, y de acuerdo con estos planteamientos, se podria proponer que la Naloxona
puede afectar el proceso de adquisiciéon de una tarea de AAvG Concurrente
posiblemente al interrumpir la informacién visceral vagal relevante que implicaria al

Sistema Opiaceo y presumiblemente al PBle.

MATERIALES Y METODO

SUJETOS

Se utilizaron 34 ratas de la raza Wistar cuyos pesos estuvieron comprendidos
entre 302 y 363 gr. al principio del experimento. Durante el procedimiento
experimental se excluyeron 7 animales al desprendérseles alguna de las fistulas
intragastricas. Los 27 animales restantes fueron aleatoriamente asignados a tres
grupos: 1) un Grupo Naloxona Total (10 animales), al que se le administrd
subcutineamente Naloxona (4 mg/kg.) durante los siete dias del petiodo adquisitivo
(7 dias Nx); 2) un Grupo Naloxona Parcial (10 animales), al que s6lo se le administro
Naloxona durante los dos primeros dias adquisitivos y Vehiculo (agua destilada) en
los cinco dias posteriores (2 dias Nx); y 3) un Grupo Control (7 animales), al que se

le administré Vehiculo durante todos los dias del periodo de aprendizaje (0 dias Nx).

Adicionalmente, en el 8° dia los tres grupos fueron sometidos a una Prueba de
Discriminacién, sin administracién alguna. Finalmente, en el 9° dia se llevé a cabo

una Prueba de Inversion.
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Los animales fueron alojados individualmente en jaulas de metacrilato de
30x15x30 y fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura, oscilando
entre 22°-24°, con ciclos de luz-oscuridad de 12:12 horas y con libre acceso a agua y

comida (Panlab, S.I., Barcelona).

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

A todos los animales del presente experimento se les implantaron 2 catéteres
intragastricos de manera analoga a la descrita en el Experimento 1 de la presente

Tesis Doctoral.
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El protocolo experimental de AAvG Concurrente es idéntico al descrito en el
Experimento 2, con algunas diferencias que se describen a continuacion. Asi, durante
el procedimiento adquisitivo al Grupo Naloxona Total (7 dias Nx) y al Grupo
Control (0 dias Nx) se les administra Naloxona y Vehiculo (agua destilada),
respectivamente, durante los siete dfas adquisitivos, mientras que al Grupo Naloxona
Parcial (2 dias Nx) recibe Naloxona durante 2 dias y agua destilada durante los 5 dfas

restantes.

La administracién de Naloxona se produce 20 minutos antes del periodo

comportamental.

También a diferencia del AAG Concurrente utilizado en estudios previos, ahora,
en una sesion adicional (8° dfa), se somete a los animales a una Prueba de
Discriminacién sin administracion adicional alguna (Fase II), y en ella se les ofrece a
elegir a los animales entre los dos sabores habituales y en la misma posiciéon que se
utilizé durante el periodo de adquisicion, sin que recibieran administracion adicional

alguna (ni i.g. ni s.c.).

Para finalizar, en el 9° dia los animales son sometidos a una Prueba de Inversion
(Mediavilla ez al., 2001) (Fase III), en la cual los dos estimulos gusto-olfatorios son
ofrecidos, ahora con las posiciones intercambiadas, también sin administracioén 1.g. ni
s.c. Esta prueba pretende dilucidar la estrategia utilizada por los animales a la hora de
realizar la tarea, es decir, si han utilizado una estrategia Implicita (rigida) o Explicita
(flexible) a la hora de evitar el estimulo gusto-olfatorio asociado a la administracion

de NaCl hipertonico (Mediavilla e# /., 2001).
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RESULTADOS

a) Fase I (7 dias):

Resultados del desarrollo (7 dias) del AAvG Concurrente del presente
experimento (Grafica 4.1):
ENSAYOS DE AAVG CONCURRENTE

INnteraccidn
F(12,1444)=2,75; p=,0022

ml.

1

o
—= NacC
-1 PP
Ens. 2 4 S Ens.2 4 S Ens.2 4 S ==
1 3 5 7 1 3 s 7 1 3 5 7 - -
CONTROL N> PARCIAL NX TOTAL

Grafica 4.1: Media diaria de las cantidades consumidas del estimulo gusto-olfatorio asociado a
NaCl hipertonico o a Suero Fisiologico Isoténico por parte del Grupo Control (0 dias Nx), del
Grupo Naloxona Parcial (2 dias Nx) y del Grupo Naloxona Total (7 dias Nx) en una tarea de AAvG
Concurrente (a Corto Plazo).

El ANOVA realizado para determinar los efectos del aprendizaje demuestra que
existe una interaccion entre grupos [F(12, 144)= 2.75, p<0.002]. De hecho, existen
diferencias significativas entre el Grupo Control y el Grupo Naloxona Parcial [F(1,
24)= 11.66, p<0.002], entre el Grupo Control y el Grupo Naloxona Total [F(1, 24)=
102.18, p<0.001] y entre el Grupo Naloxona Parcial y el Grupo Naloxona Total [F(1,
24)= 54.40, p<0.001].

Los datos del Grupo Control (0 dfas Nx), del Grupo Naloxona Parcial (2 dias
Nx) y del Grupo Naloxona Total (7 dias Nx) se analizaron mediante un ANOVA
con medidas repetidas (Sustancia x Dias). En el Grupo Control (0 dias Nx) resultd
estadisticamente significativo tanto el efecto Dias [F(6, 36) = 3.48, p<0.001], como
el efecto Sustancia [F(1, 6)= 17.30, p<0.001], asi como la interaccién Sustancia x

Dias [F(6, 36) = 9.45, p<0.001]. También, en el Grupo Control la interacciéon
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Sustancia x Dias ya fue estadisticamente significativa en el 5° dia [F(1, 24) = 14.49,
p<0.001], reproduciendo asi los resultados obtenidos en los Grupos de Control del

Experimento 2 de la presente Tesis Doctoral.

Por su parte, el Grupo Naloxona Parcial (2 dias Nx), aunque no mostrd
diferencias significativas en el efecto Sustancia [F(1, 9) = 2.18, p<0.17], si las mostro
en el efecto Dias [F(6, 54)= 34.90, p<0.001] y en la interaccion Dias x Sustancia [F(6,
54) = 3.13, p<0.01] durante los 7 dias adquisitivos. Aun mas, el Grupo Naloxona
Parcial también mostré diferencias significativas en el efecto Dias [F(4, 36) = 11.78,
p<0.001] como en la interaccion Dias x Sustancia [F(4, 36) = 4.36, p<0.011], pero no
en el efectos Sustancia [F(1, 9) = 2.34, p<0.015], cuando se tienen en cuenta solo los
ultimos 5 dfas adquisitivos sin Naloxona (del dia 3 al 7) [F(1, 24) = 4.46, p<0.03], por
lo que finalmente lograron aprender correctamente la tarea discriminativa aunque
para ello necesitaran 2 dias mas que el Grupo Control. En otras palabras, los 2

primeros dias con Naloxona en los animales no se produjo adquisicion.

Finalmente, el Grupo Naloxona Total (7 difas Nx) mostré diferencias
significativas en el efecto Dias [F(6, 54) = 3.38, p<0.001] y Sustancias [F(1, 9) = 6.33,
p<0.03], pero no en la interacciéon Dias x Sustancias [F(6, 54) = 2.26, p<0.05].

En cualquier caso, la administracion de Naloxona siempre reduce
significativamente la ingesta segun se deduce de las diferencias producidas en las
cantidades totales consumidas durante el primer ensayo (1° dia) entre el Grupo
Control y los dos Grupos Naloxona [Grupo Control vs. Grupo Naloxona Parcial:
F(1, 24) = 29.98, p<0.001; Grupo Control vs. Grupo Naloxona Total: F(1, 24) =
18.76, p<0.001]. Lo mismo sucede al comparar las cantidades totales ingeridas en el
dia 2 (con Naloxona) y el dia 3 (sin Naloxona) en el Grupo Naloxona Parcial [F(1,

24) = 34.43, p<0.001].
b) Fase II (Prueba Discriminacién sin administracion):

Los resultados de la Prueba de Discriminacion, que se llevo a cabo en el dia 8° (sin
administraciéon ni de Naloxona ni de productos intragastricos), se presentan en la

Grafica 4.2:
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PRUEBA DE DISCRIMINACION
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Grafica 4.2: Media de las cantidades consumidas del estimulo gusto-olfatorio asociado a NaCl
hipertonico y a Suero Fisiologico Isoténico del Grupo Control (0 dias Nx), del Grupo Naloxona
Parcial (2 dias Nx) y del Grupo Naloxona Total (7 dias Nx) en la Prueba de Discriminacion (sin
administracion alguna) del 8° dia.

El analisis de la ingesta media de los estimulos gusto-olfatorios asociados con
NaCl hiperténico y Suero Fisiolégico en el 8% dia (sin administracién ni de la
Naloxona ni de NaCl) mostraron diferencias significativas en los tres grupos de la
presente investigacion [Grupo Control: F(1, 24) = 39.35, p<0.001; Grupo Naloxona
Parcial: F(1, 24) = 40.49, p<0.001; Grupo Naloxona Total: F(1, 24) = 11.26,
p<0.001], esto es, los tres grupos habrian adquirido y retenido el AAvG Concurrente

llevado a cabo previamente.
c) Fase III (Prueba de Inversion):

Finalmente, los resultados de la Prueba de Inversién, esto es modificando las
posiciones en las que los estimulos gusto-olfatorios habian sido ofrecidos durante el

aprendizaje, se presentan en la Grafica 4.3:
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PRUEBA DE INVERSION
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Grafica 4.3: Media de las cantidades ingeridas del estimulo gusto-olfatorio asociado a NaCl
hiperténico y a Suero Fisiolégico Isoténico del Grupo Control (0 dias Nx), del Grupo Naloxona
Parcial (2 dias Nx) y del Grupo Naloxona Total (7 dias Nx) durante la Prueba de Inversién en la
que las posiciones previas de los estimulos gusto-olfatorios fueron intercambiadas.

El analisis de las cantidades medias ingeridas de los estimulos gusto-olfatorios
asociados con NaCl hiperténico y Suero Fisiolégico en la Prueba de Inversion
muestran que ni el Grupo Control [F(1, 24) = 0.008, p<0.92] ni el Grupo Naloxona
Parcial [F(1, 24) = 0.67, p<0.42] superaron con ¢éxito dicha tarea de inversion. Estos
resultados sugieren que, probablemente, el aprendizaje se habria desarrollado de
manera Implicita (Mediavilla e# a/., 2001). Sin embargo, este no parece ser el caso del
Grupo Naloxona Total que mantuvo y transfirié el aprendizaje a pesar de las
modificaciones introducidas, un proceso adquisitivo con caracteristicas Explicitas
(Mediavilla e al, 2001). Asi lo demuestran las diferencias estadisticamente
significativa entre los estimulos gusto-olfatorios en sus nuevas posiciones [F(1, 24) =

4.47, p<0.03).

DISCUSION

Los resultados del presente experimento muestran que la administracion de
Naloxona disminuye la ingesta de los animales y aparentemente sugieren también que

no se impide la adquisiciéon de una tarea de AAvG segun la modalidad Concurrente.

Esta conclusion serfa compatible con los estudios que han observado que los
antagonistas opiaceos, aunque disminuyen la ingesta de las sustancias apetitivas
durante los ensayos de adquisicion, no impide el desarrollo de preferencias gustativas

(Yu et al., 1999; Azzara et al., 2000, Frisina y Sclafani, 2002; Baker 7 al., 2004). Mas
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aan, utilizando pruebas de Condicionamiento hacia un Lugar se ha demostrado que
el antagonismo opiaceo inhibe la expresion, pero no la adquisicion, del aprendizaje

de un lugar asociado con Sacarosa (Delameter ef a/., 2000).

Conviene recordar, sin embargo, que la mayoria de estos estudios citados utilizan
un protocolo experimental Secuencial para inducir las preferencias, a pesar de que,
desde la perspectiva seguida por la presente investigaciéon, ambas modalidades de
aprendizaje (Concurrente y Secuencial) se sustentan en sistemas neurales
funcionalmente diferentes (Arnedo ¢z al., 1990, 1991; Gallo e# al., 1992; Garcia, 1990;
Agtiero et al., 1993a, b; Agtiero ez al., 1997; Mediavilla e /., 1998, 1999, 2001, 2005).
Es incluso probable que también estén procesadas por sistemas neuroquimicos
distintos, con lo cual existe la posibilidad de que el Sistema Opiaceo esté implicado

en una modalidad y no en la otra.

De hecho, se ha observado, mediante estudios neuroquimicos, que la
administraciéon de Naloxona disminuye la activacion tipica mostrada por el PBle tras
la inyeccion de un producto nocivo que genera inmunodepresion (Intetleucina 1-3)
(Buller ez al., 2005), por lo que el antagonismo opiaceo podria bloquear la adquisicion
del AAvG Concurrente por su accion inhibitoria sobre este eje anatémico, que se
sabe esta implicado en dicha modalidad de aprendizaje (Mediavilla ez a/., 2000; Simén
et al., 2007). Por el contrario, la administraciéon de Naloxona aumenta la activacion
tipica mostrada por el AP tras la inyeccion de este producto nocivo (Buller ¢/ af,
2005), lo que sugiere que el antagonismo opiaceo podria facilitar la adquisicién del
AAvG Secuencial por su accién activadora sobre esta estructura, que se sabe estd
implicada en dicha modalidad de aprendizaje (Mediavilla e a/, 2000; Simén ef al.,
2007)

En esta linea, y al examinar detalladamente los resultados del presente
experimento, se comprueba que el Sistema Opiaceo podria estar implicado, de algin
modo, en los procesos adquisitivos a Corto Plazo (Concurrente/Implicito). En
efecto, el proceso adquisitivo del Grupo Naloxona Parcial (los dos primeros dfas
adquisitivos con Naloxona) se retrasa significativamente con respecto al Grupo
Control que ya en el 5° dia logré aprender la tarea (Experimento 2 de la presente
Tesis Doctoral). Por lo tanto, esto puede significar que los dos primeros ensayos de
aprendizaje podrian haber quedado inutilizados por la administracién de Naloxona.
Por su parte, el Grupo Naloxona Total no aprende la tarea a lo largo de los 7 dias

adquisitivos. Las diferencias estadisticas significativas que se han producido al
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comparar el Grupo Naloxona Total y el Grupo Naloxona Parcial, o ambos, con

respecto al Grupo Control irfan en esta direccion.

Ahora bien, los resultados de la Prueba de Discriminaciéon (8° dia) parecen
contradictorios con lo afirmado en el parrafo anterior ya que todos los grupos
retienen el aprendizaje, esto es, todos discriminan adecuadamente en la tarea

propuesta, a pesar de las diferencias observadas durante el proceso de adquisicion.

Sin embargo, la Prueba de Inversion, esto es, el cambio en la posicion de las
buretas de los sabores, parece ser relevante, ya que esta prueba permite disociar la
modalidad adquisitiva utilizada por los animales, Implicita (Concutrente/a Corto
Plazo) o Explicita (Secuencial/a Largo Plazo) (Mediavilla ef a/, 2001, 2005). En este
test se observa que sélo el Grupo Naloxona Total (los 7 dias adquisitivos con
Naloxona) realiza correctamente (9° dfa) la tarea discriminativa, lo cual sugiere que en
este Grupo el aprendizaje parece haber sido adquirido de manera Explicita. No
ocurre asi ni con el Grupo Naloxona Parcial ni con el Grupo Control, que no
retienen lo aprendido en la Prueba de Inversion, lo cual permite suponer que estos

animales aprendieron la tarea de manera Implicita.

La estrategia comportamental utilizada por los animales del Grupo Naloxona
Total para adquirir esta tarea de manera Explicita, cuando el protocolo experimental
utilizado es manifiestamente Implicito (Concurrente), estd por determinar. Es
probable que el hecho de que los animales de este grupo consuman pequefias
cantidades de los dos sabores y en algunos ensayos de sélo uno de ellos
(caracteristica distintiva del aprendizaje Secuencial) (Mediavilla ef @/, 2001, 2005),
podria permitir un uso explicito de la informacién a pesar de que habitualmente este
protocolo es resuelto de manera implicita. En otras palabras, la accidén anoréxica de la
Naloxona permite/obliga a los animales a adquitit de manera explicita una tarea
Concurrente (Implicita), utilizando aquella informacién que esté a su alcance para asi

poder resolver satisfactoriamente la exigente situacion a la que han sido expuestos.

En este sentido existen estudios que muestran cémo el antagonismo opidceo
bloquea las preferencias olfatorias inducidas por la administracién intraoral (1.0.) de
sustancias nutritivas (Shide y Blass, 1991), una via de administracién del reforzador
que hace posible su deteccion de manera rapida (caracteristica distintiva de la
modalidad Concurrente), al igual que ocurre con la deteccion del NaCl hipertonico
administrado intragatricamente (Arnedo y Puerto, 1986; Arnedo et al., 1989, 1990,
1991; Arnedo ez al., 1993; Agiiero et al., 1997; Mediavilla ez /., 1998, 1999, 2000, 2001,
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2005; Experimento 2, presente Tesis Doctoral) y la Estimulacion Eléctrica reforzante

(Simén ez al., 2007; Capitulo 11, presente Tesis Doctoral).

Igualmente, se ha demostrado que los antagonistas opidceos bloquean también
tanto la adquisiciéon como la expresion de preferencias por la dieta (e Magnen ef 4/,
1980; Levine ez al., 1982; Le Magnen, 1992; Agmo ef al., 1995; Levine et al., 2002).
Mas auin, utilizando tareas de Condicionamiento hacia un Lugar se ha observado que
tanto el bloqueo opidceo en animales intactos (Mucha ez al., 1982; Del Pozo et al.,

1996; Shippemberg y Elmer, 1998; Manzanedo ¢ al., 2001b) como la utilizaciéon de
ratones transgénicos que carecen de receptores opiaceos W (Matthes e al, 1996),

interrumpe las preferencias inducidas por la administraciéon de Morfina.

Por otro lado, los resultados del presente experimento son compatibles con los
datos obtenidos en el Capitulo II y III de la presente Tesis Doctoral asi como en
otros experimentos previos (Simén ef al, 2007). Utilizando protocolos del
Aprendizaje Gustativo o de Condicionamiento hacia un Lugar se ha demostrado que
la activacion del PBle mediante Estimulaciéon Eléctrica induce aversiones o
preferencias a Corto Plazo, tanto de caracter gustativo (Simoén ez al, 2007) como
espaciales (Simén e al, 2007, Hurtado, Tesis Doctoral, 2011; Experimento 4,
presente Tesis Doctoral), que serfan procesadas a través del Sistema Opiaceo, ya que
la administracién de Naloxona bloqueaba dichas manifestaciones apetitivas y

aversivas.

Finalmente, otros estudios llevados a cabo por este laboratorio apoyan, aunque
indirectamente, la relevancia del Sistema Opiaceo en los procesos adquisitivos a
Corto Plazo. En efecto, se ha demostrado que el PBle procesa tanto los procesos
adquisitivos (Mediavilla ez /., 2000; Zafra ez al., 2002; Simén et al., 2007; Experimento
3, presente Tesis Doctoral) como los nutritivos (Capitulo III de la presente Tesis
Doctoral), pero sélo a Corto Plazo, y, en particular, estarfa implicado en la accion
anoréxica inducida por los antagonistas opiaceos (Experimento 7, presente Tesis

Doctoral).

En resumen, los resultados obtenidos en este estudio apoyan la hipétesis de que
los procesos adquisitivos a Corto Plazo (Concurrente/Implicito) son procesados a
través del eje neuroanatémico Vagal-Parabraquial y que éstos, a su vez, implican la
participacion del Sistema Opiaceo. En ausencia de esta via de procesamiento de
informacién visceral los animales logran resolver las tareas utilizando otras

estrategias, al parecer de indole explicita/relacional.
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EXPERIMENTO 9: Retencion del Aprendizaje Aversivo Gustativo

Concurrente tras la administracion de Naloxona.

Como se ha mostrado en el Experimento 8 la administracion de Naloxona puede
impedir la adquisicion Concurrente/Implicita de wuna tarea de AAvVG,
presumiblemente al interrumpir el funcionamiento del eje neuroanatémico Vago-
PBle que previamente ha sido implicado en los procesos nutricionales (Zafra ez al.,
2003, 2004; Capitulo III, presente Tesis Doctoral) y adquisitivos (Arnedo y Puerto,
1986; Arnedo e al, 1989, 1990, 1991; Arnedo e¢f al, 1993; Mediavilla et a/, 2000;
Zafra et al., 2006; Simoén et al., 2007; Experimento 4, presente Tesis Doctoral) a

Corto Plazo.

Con respecto a la controversia existente sobre la funcién del Sistema Opiaceo en
los procesos adquisitivos y expresivos, hay autores que consideran que el Sistema
Opiaceo interviene tanto en la adquisicion como en la expresion de las preferencias
(por la dieta) (Levine ez al, 2002), mientras que otros, por el contrario, no lo
relacionan ni con la adquisiciéon ni con la expresion de preferencias (Yu ef al, 1999;

Azzara et al., 2000; Frisina y Sclafani, 2002; Baker e7 al., 2004).

Sin embargo, utilizando tareas de Condicionamiento de Preferencia hacia un
Lugar (CPL) se ha propuesto que los antagonistas opiaceos inhiben la expresion
(pero no la adquisiciéon) de preferencias por Sacarosa (Delameter ef al., 2000), asi
como las preferencias por el lugar asociado con la administracion de Morfina (Mucha
et al., 1982; Del Pozo et al., 1996; Shippemberg y Elmer, 1998; Manzanedo ez al,
2001b).

Existe la posibilidad de que estos resultados contradictorios puedan ser
explicados en funcién de las diferencias procedimentales de las diferentes
modalidades de aprendizaje utilizadas (Concurrente y Secuencial), que parecen
sustentarse sobre distintos sistemas neurales y funcionales (Garcia ¢f al., 1985; Kiefer,
1985; Arnedo ¢ al., 1990, 1991; Chambers, 1990; Gallo ez al., 1992; Garcia, 1990;
Agtiero et al., 1993a, b; Agtiero e/ al., 1997; Mediavilla ef al., 1998, 1999, 2001, 2005).
Asi, en el Experimento 8 se ha propuesto que el Sistema Opiaceo podria estar
implicado en los procesos adquisitivos Concurrentes, pero probablemente no en su

retencion o almacenamiento.

El sustrato cerebral responsable del aprendizaje no siempre coincide
necesariamente con la region donde se almacena la memoria de lo aprendido

201



(Lalonde y Botez, 1990; Lavond ez al., 1993; Bloedel y Bracha, 1995). Asi, a través de
una tarea de AAvG Concurrente se ha demostrado, por ejemplo, que los nuicleos
profundos del Cerebelo son esenciales en los procesos adquisitivos pero no en la
retencion de los mismos (Mediavilla ez @/, 2000). Resultados similares se han
obtenido utilizando otros modelos de aprendizaje tales como el Condicionamiento
de Evitacion Pasiva (Guillaumin e a/, 1991), el Condicionamiento Clasico Parpebral
en animales (Bracha ez a/., 1998; Chen y Steinmetz, 2000) y en humanos (Bracha ez a/,
1997), el Condicionamiento Operante del Movimiento del Antebrazo (Milak ef al.,
1997), la Habituacion a Largo Plazo de la Respuesta de Orientacion (Leaton y Suple,
1991) y el Condicionamiento del Reflejo de Retirada (Marchetti-Gauthier ¢# a/, 1990).
En estos estudios se sugiere que el Cerebelo serfa esencial en la adquisiciéon, pero
cuestionan su relevancia en la retencion y almacenamiento de las tareas aprendidas.
Esta diferenciacién anatémica no parece ser exclusiva del Cerebelo. Concretamente,
lesiones en el Nucleo Pedunculopontino impide el aprendizaje de tareas de Evitacion
sin afectar a su retenciéon o su memoria (Fujimoto ef al, 1990); igualmente, la
Amigdala parece esencial en la adquisicién del Miedo Condicionado pero no parece

ser la region responsable del almacenaje de este aprendizaje (Lavond ef a/., 1993).

Con el objetivo de examinar la implicacion del Sistema Opiaceo en los procesos
de recuerdo/expresion del AAvG Concutrente (a C.P./Implicito), se ha llevado a
cabo el presente experimento, en el que los animales que habfan adquirido
previamente esta modalidad de aprendizaje reciben, antes de la prueba de retencion,

la administraciéon de Naloxona, un antagonista opiaceo.

MATERIALES Y METODO

SUJETOS

Se utilizaron 28 ratas de la raza Wistar con una media de peso corporal de 321.0
g. al principio del experimento. Durante el procedimiento experimental fueron
excluidas 5 animales, 4 al desprendérseles las fistulas intragastricas y otro porque no
superd la intervencion quirdrgica. Los 23 animales restantes fueron aleatoriamente
asignados a dos grupos: 1) un Grupo Naloxona (17 animales), que recibi6 la
administracién del Vehiculo (agua destilada) durante cada uno de los dias del periodo
adquisitivo y 2) un Grupo Control (6 animales), al que se le aplicé el mismo
procedimiento que al Grupo Naloxona. Sin embargo, en el 6° dia (Prueba de

Retencioén), aquellos animales del Grupo Naloxona que consumieron mas del 70%
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el sabor asociado a Vehiculo recibieron la administracion de Naloxona, mientras
del sab iad Vehiculo recibi la administracion de Nal , mient
que los animales equivalentes del Grupo Control sélo recibieron la inyeccion de agua

destilada.
PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

A cada uno de los animales se les implanté 2 fistulas intragastricas de la manera

descrita en el Experimento 1 de la presente Tesis Doctoral.
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El procedimiento experimental que se utiliz6 para llevar a cabo el AAG
Concurrente es idéntico al descrito en el Experimento 2. La tnica diferencia afiadida
estarfa relacionada con el hecho de que en el sexto dfa, una vez que los animales han
aprendido la tarea discriminativa, se les administra Naloxona subcutaneamente (4
mg/kg.) y se les ofrece de nuevo los dos sabores en las mismas posiciones del
aprendizaje, aunque ahora sin administracion intragastrica alguna. De acuerdo con
los estudios realizados por este laboratorio (Mediavilla ez @/, 2000), en esta prueba
s6lo se han utilizado animales que al haber consumido mas del 70% del sabor
“correcto” (asociado con la administracion de S.F.) confirman que la tarea ha sido

aprendida adecuadamente.
RESULTADOS

Los resultados del periodo adquisitivo del AAvG Concurrente (a C.P.), y que
incluye a todos los animales del presente experimento, se resumen en la Grafica 4.4

(Grupo Naloxona) y en la Grafica 4.5 (Grupo Vehiculo):
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Grafica 4.4: Media de las cantidades diarias consumidas por todos los animales del Grupo
Naloxona del estimulo gusto-olfatorio asociado con NaCl hiperténico y del relacionado con Suero
Fisiolégico Isoténico durante la tarea del AAvG Concurrente (a C.P.).
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Grafica 4.5: Media de las cantidades diarias consumidas por todos los animales del Grupo
Vehiculo del estimulo gusto-olfatorio asociado con NaCl hiperténico y del relacionado con Suero
Fisiolégico Isoténico durante la tarea del AAvG Concurrente (a C.P.).

El ANOVA realizado para examinar el resultado del aprendizaje demuestra que

todos los animales, tanto del Grupo Naloxona [F(4, 64)= 5.07, p<0.001] como del

Grupo Vehiculo [F(4, 20)= 4.36, p<0.01], aprenden a desarrollar aversion hacia el

estimulo gusto-olfatorio asociado con la administracién intragastrica simultanea de

NaCl hipertonico.
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A continuacién y con el objetivo de estudiar la retencién/expresion de este
aprendizaje se eligieron aquellos animales que mostraban una clara preferencia por el
estimulo gusto-olfatorio asociado con S.F. (+ del 70%). En este sentido, de los 17
animales del Grupo Naloxona, 9 de ellos consumieron mas del 70% del sabor
asociado con la administraciéon de S.F. mientras que todos los animales (6) del

Grupo Vehiculo alcanzaron este criterio.

El resultado del periodo adquisitivo (5 dias) de los animales del Grupo Naloxona
que mostraban preferencia (+70%) por el estimulo gusto-olfatorio asociado con S.F.

se resumen en la Grafica 4.6:

Plot of Means
2-way interaction
F(4,32)=4,33; p=,0065

ml.

1 2 3 a 5 e S-F.
ENSAYOS

Grafica 4.6: Media de las cantidades diarias consumidas por los animales del Grupo Naloxona
(+70%) del estimulo gusto-olfatorio asociado con NaCl hipertonico y con Suero Fisiolégico

Isotonico.

El ANOVA realizado para determinar el aprendizaje en los animales del Grupo
Naloxona que el 5° dia prefieren + del 70 % el estimulo gusto-olfatorio asociado con
S.F. muestra el desarrollo de aversion hacia el estimulo gusto-olfatorio asociado con

la administracion intragastrica de NaCl hipertonico [F(4, 32)= 4.33, p<0.000].

Con respecto a los resultados de la Prueba de Retencién/Expresion de los

animales del Grupo Naloxona (+70 %) se resumen en la Grafica 4.6:
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Prueba de Retencion con Naloxona
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Grafica 4.6: Media de las cantidades ingeridas por los animales del Grupo Naloxona (+70%) del
estimulo gusto-olfatorio asociado con NaCl hiperténico y con Suero Fisiolégico Isoténico en el 5°
dia adquisitivo y durante la Prueba de Retenciéon/Expresion del AAvG Concurrente (a C.P.).

Los resultados obtenidos en este experimento fueron analizados usando un
ANOVA (NaCl vs. S.I.), reflejando la existencia de diferencias significativas tanto en
el 5° difa adquisitivo [F(1, 8)= 135.75, p<0.001] como en la Prueba de
Retencion/Expresion con Naloxona [F(1, 8)= 26.63, p<0.001]. Esto es, el
tratamiento con el antagonista opiaceo no interrumpia el recuerdo de una tarea

AAvG Concurrente adquirida previamente.

Por otro lado, se observa de nuevo que la administracién subcutanea de
Naloxona (4 mg/Kg.) reduce la ingesta al comparar la ingesta total del 5° dia

adquisitivo y la Prueba de Retencién/Expresion [F(1, 8)= 97.61, p<0.001].

Por su parte, el Grupo Vehiculo muestra diferencias significativas entre los
estimulos gusto-olfatorios tanto en el dia 5° [F(1, 5)= 1272.7, p<0.001] como en la
Prueba de Retencién/Expresion con Vehiculo [F(1, 5)= 810.13, p<0.001] (Grafica
4.7).
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Prueba de Retencion con Vehiculo
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Grafica 4.7: Media de las cantidades ingeridas por los animales del Grupo Vehiculo de los
estimulos gusto-olfatorios asociados con NaCl hipertonico y con Suero Fisiolégico Isotonico en el
5° dia adquisitivo y durante la Prueba de Retencién/Expresion del AAvG Concurrente (a C.P.).

DISCUSION

En el presente experimento se ha comprobado que la administraciéon de
Naloxona, si bien disminuye la ingesta, no impide la retencion/expresion del AAvG

Concurrente.

Este resultado esta en la linea de los datos de experimentos que demuestran que
los antagonistas opiaceos no impiden la expresion de la preferencia por un sabor que
habfa sido asociado con Sacarosa (Yu et al, 1999; Azzara et al., 2000; Frisina y
Sclafani, 2002; Bakar ez al., 2004).

Sin embargo, los estudios que utilizan tareas de Preferencia hacia un Lugar,
observan que los antagonismos opiaceos inhibe la expresién de la preferencia por un
lugar que habfa sido asociado tanto con Sacarosa (Delameter ¢# a/., 2000) como con
Morfina (Mucha e# al., 1982; Del Pozo et al, 1996; Shippemberg y Elmer, 1998;
Manzanedo ez al, 2001b). Estos resultados, también contradictorios con los datos
obtenidos en el presente experimento, podrian explicarse en funcién de las
diferencias en el protocolo experimental utilizado en una y otra serie de

experimentos.
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Asi, en la prueba discriminativa utilizada en los estudios anteriores (con Sacarosa
y Morfina) no estan presentes los reforzadores y los incentivos son no naturales.
Ademas, los animales podrian estar bajo las consecuencias negativas de la Naloxona,
que se sabe que puede llegar a ser aversiva per se con dosis iguales o mayores de 2
mg/kg. (Mucha, 1982; Mucha ¢ al, 1985). En efecto, la Naloxona puede inducir
AAvG (Rodgers et al., 1984), aumenta el umbral de Auto-Estimulacion (Kelsey e al.,
1984) e induce la supresion tanto de las respuestas operantes para comida (Schulteis
et al., 1994) como de la actividad motora (Brady y Holtzman, 1981). Este malestar
inducido por el antagonismo opiaceo puede hacer que el animal, aunque recuerde el

lugar preferido, no se dirija a ¢l al sentirse mal.

Por su parte, en el procedimiento experimental del AAvG Concurrente utilizado
en el presente experimento, aunque el animal pueda sentir malestar por la
administracion de Naloxona, tiene presente los reforzadores (incentivo natural),
tanto el positivo (estan privados de agua y se les ofrece el estimulo gusto-olfatorio en
forma liquida) como el negativo (puede evitar la consecuencia visceral aversiva), y, en
consecuencia, puede necesitar expresar lo aprendido. Es decir, se podria especular
que si bien los animales se sienten mal (Naloxona) pueden evitar otro mal (estimulo
gusto-olfatorio asociado con NaCl) y en su lugar expresan su preferencia por algo
apetitivo (tienen sed y se les ofrece un estimulo gusto-olfatorio que esta asociado a

Suero Fisiologico) que esta presente.

En cualquier caso, este estudio sugiere que el AAvG Concurrente no estaria
almacenado en estructuras de naturaleza opiacea (por ejemplo, PBle) una vez que
éste ha sido establecido. Existen datos que ofrecen un apoyo indirecto a esta idea,
tanto con el AAvG (Mediavilla ez a/., 2000) como con otros modelos de aprendizaje
(Marchetti-Gauthier ez a/., 1990; Guillaumin e# /., 1991; Fujimoto et al., 1990; Milak ez
al., 1997; Bracha et al., 1997, 1998; Chen y Steinmetz, 2000; ver revision en Leaton y
Suple, 1991; Lavond e7 al, 1993). Estos estudios confirman que la region anatémica
donde se desarrolla el aprendizaje puede no ser necesariamente la misma que la que
almacena la memoria (Lalonde y Botez, 1990; Lavond ef al., 1993; Bloedel y Bracha,
1995). En otras palabras, existe la posibilidad de que tanto las estructuras cerebrales
como el sistema neuroquimico responsable de la adquisicién de un aprendizaje
pueden no ser los mismos que los implicados en la retencion/expresion de lo

aprendido.
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EXPERIMENTO 10: Aprendizaje Aversivo Gustativo Secuencial en

animales tratados con Naloxona.

El procedimiento caractetistico del AAvG Secuencial (a L.P./Explicito) consiste
en la presentacion cada dfa de uno de los dos sabores que, en uno de los casos, van
seguidos (con o sin demora) de la administracion de un agente nocivo. Entre las
caracteristicas fundamentales de esta modalidad de aprendizaje se destaca el hecho de
que puede desarrollarse sin que exista contigiidad temporal inter-estimular (entre el
estimulo gusto-olfatorio y el estimulo visceral aversivo), de que se puede adquirir en
un solo ensayo (Gallo ef al., 1990, 1991; Gallo e al., 1998), a diferencia de los varios
ensayos requeridos para adquirir la modalidad Concurrente, y, finalmente, que es

flexible y especifico sensorialmente.

La adquisicion de AAvG demorados utiliza sustancias nocivas o toxicas que se
procesan por la via humoral (Cai e al, 1994), por lo que las distintas modalidades de
Vagotomias no bloquearfan la adquisicion de AAvG Secuencial. Tampoco cuando es
inducido mediante administraciones intavenosas (i.v.) (Coil et al., 1978), intragastricas
o intraperitoneales (Kiefer ez a/., 1980), LiCl (Martin ¢f al, 1978; Arnedo ez al., 1991) o

con radiaciones que ocasionan malestar visceral (Hunt e# a/, 1987).

En todos estos casos la interrupcion del Nervio Vago no afecta a la adquisicién
de AAVG Secuencial (Coil ¢7 al., 1978; Martin ef al., 1978; Kieter ez al., 1980; Hunt ez
al., 1987; Arnedo et al.,, 1991). Por lo tanto, este hecho sugiere que el procesamiento
aversivo tiene lugar a través de rutas alternativas a la del Nervio Vago.
Alternativamente, por ejemplo, lesiones del Area Postrema, un 61gano
circunsventricular quimio-receptor, bloquean el AAvG a Sulfato de Cobre (Colil ef al.,
1978, Coil y Norgren, 1981), a LiCl (Ladowsky y Ossenkopp, 1986; Arnedo ef al,
1990; Bernstein e# al., 1992), a Metilnitrato de Escopolamina (Gallo e a/,, 1990, 1991)
o a la administracién de determinadas radiaciones (Rabin y Hunt, 1983). En esta
linea, el AAvG Secuencial también puede ser bloqueado tras lesiones del PBI
(Agtiero ef al, 1993a, b), una regién conectada y sobre la que proyecta el Area

Postrema (Yamamoto ef al., 1992; Bernard e7 al., 1993; Yamamoto ¢/ al., 1993).

Estos datos sugieren que las dos modalidades de AAvG, Concurrente y
Secuencial, se sustentan sobre sistemas neurales y funcionales diferentes (Garcia ef al.,
1985; Kiefer, 1985; Arnedo e 4/, 1990, 1991; Chambers, 1990; Gallo et al., 1992,
Garcia, 1990; Aguiero et al., 1993a, b; Agtero et al., 1997; Mediavilla ez al., 1998, 1999,
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2001, 2005), asi como, probablemente también, en sistemas neuroquimicos distintos

(Experimento 8 y 9, presente Tesis Doctoral).

En general, los estudios en los que el bloqueo del Sistema Opidceo no impide ni
la adquisicion ni la retencién/expresion de una preferencia condicionada por la dieta
(Yu et al., 1999; Azzara et al., 2000; Frisina y Sclafani, 2002; Baker ef al., 2004) son
experimentos con caracteristicas propias del AAvG Secuencial (Mediavilla e af,
2001). De acuerdo con esta observacion, cabe la posibilidad de que esta modalidad
de aprendizaje no requiera de la participacion del Sistema Opiaceo. En otras palabras,
cabe la posibilidad de una participacion diferencial del sistema neuroquimico en las
dos modalidades de aprendizaje (Garcia ez al., 1985; Kiefer, 1985; Arnedo ez al., 1990,
1991; Chambers, 1990; Gallo et al, 1992; Garcia, 1990; Agtiero et al, 1993a, b;
Agtiero et al., 1997; Mediavilla e# al., 1998, 1999, 2001, 2005; Experimento 8 y 9,

presente Tesis Doctoral).

De acuerdo con este planteamiento, el presente experimento tiene por objeto
comprobar la implicaciéon del Sistema Opiaceo en una tarea de AAvG Secuencial (a
L.P./Explicita). El agente intragastrico aversivo es, una vez més, el NaCl hipertonico,
que sera administrado después del consumo de uno de los dos sabores que se les

ofrece a los animales.

La hipétesis que se plantea en el presente experimento serfa que, si bien la
Naloxona impide la adquisicion (Experimento 8, presente Tesis Doctoral) pero no la
retencion/expresion  (Expetimento 9, presente Tesis Doctoral) del AAvG
Concurrente, el bloqueo opidceo podria no tener efecto tampoco sobre la

adquisiciéon de una tarea de AAvVG Secuencial.

MATERIALES Y METODO

SUJETOS

Se utilizaron 20 ratas Wistar con una media de peso corporal de 298.3 g. al
principio del experimento. Estos animales fueron aleatoriamente asignados a dos
grupos: 1) un Grupo Naloxona (10 animales), que recibié la administracién
subcutanea de Naloxona (4 mg/Kg.) a lo largo de los ensayos de adquisicion y 2) un
Grupo Control (10 animales), al que se le administra subcutaneamente un Vehiculo

(agua destilada) durante los ensayos de aprendizaje.
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Todos los animales fueron mantenidos en las mismas condiciones descritas para

el Experimento 8 del presente Capitulo.
PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

A todos los animales utilizados en la presente serie de experimentos se les
implanté 2 catéteres intragastricos de manera idéntica a la descrita en el Experimento

1 de la presente Tesis Doctoral.
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El procedimiento experimental del AAG Secuencial llevado a cabo en el presente
experimento se basa en los estudios llevados a cabo por distintos laboratorios (Coil ez
al., 1978; Martin ez al., 1978; Kiefer ez al., 1980; Coil y Norgren, 1981; Rabin y Hunt,
1983; Ladowsky y Ossenkopp, 1986; Hunt ez a/, 1987; Arnedo e al, 1990, 1991,
1998; Gallo e al., 1990, 1991; Bernstein et al, 1992; Agiero et al, 1993a, b). En
resumen, el procedimiento Secuencial consiste en la presentaciéon cada dia de uno u
otro de los dos sabores disponibles (Fresa y Coco; McCormick Co. INC. San
Francisco. California. USA), uno de los cuales era asociado a la administracion
intragastrica de NaCl hiperténico (50% de los animales) y el otro con la
administracion intragastrica de Suero Fisiologico (50% restante de animales). (Tabla

4.1).

ENSAYO 1 ENSAYO 2
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 PRUEBA
50% F+NaCl C+S.F. F+NaCl C+S.F. FYC
ANIMALES
50% F+S.F. C+NacCl F+S.F. F+NaCl FYC

Tabla 4.1: Distribuciéon de los animales y los sabores asociados a los agentes viscerales en un
procedimiento de AAvG Secuencial.
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En el procedimiento de AAG Secuencial llevado a cabo en el presente
experimento se han introducido, sin embargo, algunas modificaciones con respecto a
otros estudios realizados previamente por este y otros laboratorios. Asi, en el
presente experimento la administracion i.g. se realizé simultineamente a la ingesta del
sabor a través de una bomba, Mod. A-98 (Razel, USA), que administra la solucién a
una velocidad constante evitando asi los potenciales efectos aversivos de la
administracion per se (Fotografia 1.1). Ademas, la tasa de administracion 1.g. de ambos
productos (hiperténico e isoténico) es de 0,5 ml/1 ml. de liquido ingerido, es decir, la
mitad a la habitualmente utilizada en los experimentos de AAG Concurrente
realizados en el Experimento 8 y 9 del presente Capitulo (1 ml/1 ml). Esta
modificacion en el protocolo experimental se realizé para solventar la posible critica
teérica de que los animales de la modalidad Secuencial hubiesen aprendido (a
diferencia de los animales Concurrentes) al recibir una dosis superior del estimulo
nocivo. De hecho, los experimentos previos de AAvG Concurrente llevados a cabo
por este mismo laboratorio (por ejemplo, Mediavilla e a/, 1998) utilizaban una dosis
de 0,5 ml/1 ml. del estimulo gustativo ingerido que fue incrementada a 1 ml/1 ml.

para facilitar el aprendizaje de esta tarea (Mediavilla ez 4/, 2000).

RESULTADOS

Los resultados del presente experimento se resumen en la Grafica 4.7:

AAVG SECUENCIAL

*kx
7
*k*k
6
5
**
4 B NacCl
3 * WmS.F.
2
1
(0]
Ensayo| Ensayo| Prueba| Ensayo| Ensayo| Prueba
1 2 1 2
Control Naloxona
GRUPOS

Grafica 4.7: Media de las cantidades ingeridas por el Grupo Control y el Grupo Naloxona del
estimulo gusto-olfatorio asociado con NaCl hiperténico y con Suero Fisiolégico Isoténico en una
tarea de AAvG Secuencial (a L.P.).
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El andlisis del Grupo Control (Vehiculo) muestra que existen diferencias
significativas en el efecto Dias [F(2, 18)= 11.63, p<0.001], en el efecto Sustancia [F(1,
9)= 8.36, p<0.01], asi como en la interaccion Dias x Sustancia [F(2, 18)= 10.82,
p<0.001]. No existen diferencias en la ingesta de los estimulos gusto-olfatorios
asociados con NaCl y con Suero Fisiolégico en ninguno de los dos ensayos
adquisitivos [Ensayo 1: F(1, 18)= 0.30, p<0.86; Ensayo 2: F(1, 18)= 1.70, p<0.20].
Sin embargo, existen diferencias significativas en la prueba de eleccion [F(1, 18)=
15.11, p<0.001], lo cual demuestra que los animales han aprendido correctamente la

Prueba de Discriminacion.

Con respecto al Grupo Naloxona los datos obtenidos muestran diferencias
significativas tanto en el efecto Dias [F(2, 18)= 22.89, p<0.001], como en el efecto
Sustancia [F(1, 9)= 32.82, p<0.001], asi como en la interacciéon Dias x Sustancia [F(2,
18)= 22.07, p<0.001]. Ademas, en este grupo existieron diferencias en la ingesta de
los estimulos gusto-olfatorios asociados con NaCl y con S.F. tanto en los dos
ensayos adquisitivos [Ensayo 1: F(1, 18) = 7.21, p<0.01; Ensayo 2: F(1, 18) = 4.506,
p<0.04] como en la Prueba [F(1, 18) = 25.02, p<0.001], lo cual sugiere que la

Naloxona no impide el desarrollo de esta modalidad Secuencial del AAvVG.

Por otro lado, se reproduce una vez mas la acciéon supresora de la Naloxona
sobre la ingesta, ya que se observan diferencias estadisticamente significativas entre
los dos grupos con respecto a las cantidades totales ingeridas de los estimulos gusto-
olfatorios tanto en el Ensayo 1 [F(1, 18) = 25.16, p<0.001] como en el Ensayo 2
[F(1, 18) = 46.26, p<0.001], sin que existan diferencias en la Prueba [F(1, 18) =
1.79, p<0.19], cuando ninguno de los dos grupos recibe la administracion de

Naloxona.

DISCUSION

Los resultados del presente experimento demuestran que la administracion de
Naloxona, aunque disminuye la ingesta, no bloquea la adquisiciéon del AAvG

Secuencial.

De nuevo estos datos son compatibles con los estudios que concluyen que el
bloqueo opiaceo no impide el desarrollo de preferencias gustativas (Yu e al., 1999;
Azzara et al., 2000; Frisina y Sclafani, 2002; Baker e al., 2004). Estos resultados son
compatibles parcialmente con los estudios que utilizan tareas de Condicionamiento
de Preferencia hacia un Lugar y en los que se observa que la administraciéon de un
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antagonista opidceo, aunque impide la expresiéon, no bloquea la adquisicion

(Delameter et al., 2000).

En cualquier caso, todos estos estudios coinciden en el hecho de que utilizan

procedimientos experimentales Secuenciales.

En este contexto, resulta relevante mencionar la propuesta ofrecida por el grupo
de Bodnar y Sclafani, segin la cual el bloqueo opiiceo, aunque reduce la ingesta al
disminuir las propiedades hedénicas y/o post-ingestivas (Experimento 7, presente
Tesis Doctoral), no inhibe los procesos adquisitivos, sino que, en cierta medida y
sorprendentemente, los facilita (Yu e al., 1999; Azzara et al., 2000; Frisina y Sclafani,
2002; Baker et al, 2004). En otras palabras, aunque los animales consumen
cantidades minimas son capaces de aprender la tarea, incluso en un solo ensayo. Asi,
en el presente experimento el Grupo Naloxona muestra diferencias estadisticamente
significativas entre los sabores tanto en el ensayo 1 como en el 2. Esto es, pareceria
como si el Sistema Opiaceo endogeno natural pudiera estar interfiriendo con la

adquisicion de ciertos tipos de aprendizajes.

Esta ultima idea podria resultar relevante a la luz de algunos estudios
neuroquimicos que implican al Sistema Opiaceo en distintos procesos cerebrales
inhibitorios (Buller ez a/., 2005). En el contexto de la presente investigacion, el hecho
de que algunas de las principales estructuras neurales implicadas en la modalidad
Secuencial del AAvG, como por ejemplo el Area Postrema, estén ampliamente
inervadas por el Sistema Opiaceo (Leslie ez al, 1989; Barnes ef al, 1991; Bhandari e#
al., 1992; Guan et al., 1997), permite hipotetizar que el Sistema Opiaceo enddgeno
pueda estar ejerciendo una accién inhibidora sobre su potencial discriminativo a
Largo Plazo. Concretamente, se ha observado que la activaciéon de estructuras
cerebrales tales como el PBle y el AP tras la administraciéon de productos que
inducen inmunodepresion (Interleucina-1p), queda modificada diferencialmente tras
la administracién conjunta de este producto nocivo con Naloxona (Buller ez a/., 2005)
y asi, mientras el subnicleo PBle disminuye su actividad (en comparacién con la
administracién tunica del producto nocivo), el AP, por el contrario, aumenta su
activacion (Buller e7 al, 2005). Estos datos permiten especular que la Naloxona
podria impedir la adquisicion del AAvG Concurrente al inhibir la accién del PBle
ante estimulos nocivos, nicleo que se sabe estd implicado en esta modalidad
adquisitiva (Mediavilla ef @/, 2000; Simén et al., 2007). Por su parte, el antagonismo

opiaceo facilitarfa la adquisicion del AAvG Secuencial al aumentar la actividad del
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AP, una estructura que se sabe esta implicada en el AAvG Secuencial (Ladowsky y
Ossenkopp, 19806; Gallo ¢z al., 1988, 1990, 1991; Bernstein e# a/, 1992; Yamamoto ez
al., 1992). Esta interpretacion podria ser compatible con los resultados obtenidos por
el Grupo Naloxona (pero no por el Control) en los dos ensayos de adquisicion del
AAvG Secuencial. En estos ensayos los animales del Grupo Naloxona discriminan
entre los dos sabores ya desde la primera (también en la segunda) asociacion viscero-
gusto-olfatoria, algo que no ocurre en los animales que sélo recibieron la

administracién del Vehiculo.

Por lo tanto, y resumiendo, la administraciéon de Naloxona no sélo impide la

adquisiciéon de la modalidad Secuencial del AAvG (Explicita), sino que la facilita.
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DISCUSION GENERAL

El objetivo de la presente Tesis Doctoral ha consistido en analizar la significacién
funcional del eje anatémico Vagal-Parabraquial-Amigdalino, centrandose en dos
estructuras cerebrales localizadas a nivel Tronco-Encefalico una de ellas (Nucleo
Parabraquial Lateral Externo; PBle) y a nivel del Prosencéfalo la otra (Nucleo Central
de la Amigdala, CeA). Concretamente se ha examinado su relevancia en distintos
procesos adquisitivos (Aprendizaje Aversivo Gustativo, AAvG; y Condicionamiento
hacia un Lugar, CL)) y motivacionales (Nutricién a Corto, C.P.; y a Largo Plazo, L.P.).
Estas dos areas cerebrales que estan estrechamente interconectadas anatémicamente
entre si (Bernard ez 4/, 1993), han sido implicadas previamente en el procesamiento
de muy distintos procesos adquisitivos y también regulatorios, sobre todo a partir de
la rapida informacioén sensorial y visceral, tanto de indole aversiva como apetitiva,

que reciben.

Los resultados obtenidos en esta Tesis sugieren que el eje neuroanatémico Vago-
PBle-CeA al participar en los diversos procesos adquisitivos (Aprendizaje) y
motivacionales (Nutricién a Corto Plazo) lo hace utilizando sistemas y mecanismos

de indole Opiacea.

Los resultados del Capitulo I muestran que las lesiones del CeA (en animales con
Bulbectomia Olfatoria) impiden la adquisicion de una tarea de AAvG Concurrente
inducida mediante la administracién intragastrica de NaCl hiperténico (estimulo
aversivo) y con indices discriminativos de caracter gusto-olfatorios. Este bloqueo ha
sido explicado a pattir de la interrupcion de las sensaciones viscero-gusto/olfatorias

necesarias para la adquisicion de esta tarea.

Los resultados obtenidos en el Experimento 1 con técnicas de ¢fos se decantan
del lado de los estudios que demuestran que el CeA es el subnucleo amigdalino
relevante en el procesamiento de la accion de los productos aversivos administrados
intragastricamente (NaCl hiperténico) (Michl ez @/, 2001 vs. Gu et al., 1993). Esta

sustancia hiperténica (aversiva) es la que se utiliza aqui para la induccion del AAVG.

Estudios previos habian demostrado que el NaCl hiperténico induce expresion
de ¢fos en diversas estructuras cerebrales (Gu ez al, 1993; Carlson e# al., 1997; Carlson

et al., 1998; Michl ef al., 2001), entre ellas en el CeA (Michl e a/, 2001). Sin embargo,
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otros autores por el contrario habfan concluido que el subnucleo amigdalino
implicado en la accién aversiva del NaCl hipertonico era el Nucleo Basolateral (BLA)
(Gu et al, 1993). Esta discrepancia con los restantes estudios permanece sin ser
explicada aunque, quiza, la via de administraciéon intraperitoneal haya podido
determinar la participacion de rutas no neurales (esto es, el Sistema Circulatorio). Sin
embargo, la via de administracion llevada a cabo en el Experimento 1 (intragastrica)
no impide el acceso al sistema circulatorio humoral y, por lo tanto, deberfa de haber
activado el BLA, hecho que no se ha producido. La significaciéon de las otras
diferencias en el protocolo experimental (Gu ez al, 1993), tales como la dosis del
NaCl hiperténico (3 ml/Kg vs. 16.66 ml/Kg), la localizacién neuroanatéomica, etc.,

permanece abierta para futuras investigaciones.

Sin embargo, el resultado obtenido en este estudio es compatible con los datos
anatomicos que muestran que las aferencias vagales gastrointestinales, que en un
primer momento proyectan hacia el N'TSc (Contreras ef al, 1980; Hyde y Miselis,
1982; Norgren y Smith, 1988) y al PBle (Papas y Ferguson, 1990; Bernard e a/, 1993;
Halsell y Travers, 1997; De Lacalle y Saper, 2000; Karimnamazi e al., 2002), finalizan
posteriormente en el CeA (Bernard ez al,, 1993; Michl ez al., 2001).

La participacion especifica del CeA en el procesamiento de las propiedades
viscero-aversivas del NaCl ha recibido apoyo adicional a través de los estudios que
muestran como la administracién de una gran variedad de estimulos aversivos y/o
estresantes (por ejemplo, LiCl) también activa este subnucleo del complejo
amigdalino (Bernard e7 a/, 1993). También se ha demostrado la activacién del CeA
tras la administracién intragastrica de Acido Clorhidrico (HC), el cual induce AAvG
(Ervin ef al., 1990), que puede ser bloqueado tras la aplicacién de Vagotomias (Michl
et al., 2001).

Finalmente, en un estudio llevado a cabo por Nakagawa y colaboradores
(Nakagawa ez al., 2003) se examina particularmente la implicacién de los principales
subnucleos amigdalinos en el procesamiento de los estimulos nocivos. Estos autores
llegan a la conclusién de que el BLA serfa relevante en el procesamiento de los
estimulos nocivos somaticos (Formalina administrada en la planta de la pata)
mientras que el CeA lo serfa para los estimulos nocivos viscerales (en este caso Acido

Acético administrado intraperitonealmente).

Por otra parte, las aferencias gustativas, que en un primer momento proyectan al
NTSr (Travers y Norgren, 1995; Travers y Hu, 2000) y de éste al PBm (Norgren y
218



Leonard, 1973; Norgren, 1976; Lundy y Norgren, 2001), terminan también en el CeA
(Saper y Lowey, 1980; Cechetto, 1987; Moga et al., 1990; Yamamoto et al., 1992),
convirtiendo asi a este subnucleo amigdalino en una de las regiones cerebrales
rostrales donde pueden converger tanto la informacion visceral como la gustativa,
necesarias ambas para el desarrollo de las tareas de AAvG Concurrente (Saper y
Lowey, 1980; Cechetto, 1987; Moga ¢t al, 1990; Yamamoto et al, 1992). Este
subnucleo, ademas, esta considerado como uno de los componentes neurales
implicados en la asignacién de significado emocional, o valencia, a eventos a través
del aprendizaje asociativo (Hitchcock y Davis, 1991; Yamamoto ez al, 1994
Campeau y Davis, 1995; Hatfield y Gallagher, 1995; Martin, 1997; Pitkinen ez al,
1997).

En el Experimento 2 se ha comprobado que las lesiones del CeA (que eliminan la
convergencia viscero-gustativa), junto con la necesaria Bulbectomia Olfatoria (que
eliminarfa la utilizacién alternativa de informacion olfatoria), bloquea la capacidad de
los animales para adquirir una tarea de AAvG Concurrente, presumiblemente al
haber interrumpido el procesamiento de todos los indices sensoriales relevantes en
dicho aprendizaje, segiin proponia la Hip6tesis Neuroanatémica Integrada (Garcia ez

al., 1968).

Estos resultados obtenidos en el Capitulo I pueden ser relevantes en el contexto
de la controversia sobre la implicacién de los distintos subnucleos amigdalinos en el
AAvG. Asi, mientras que una mayoria de los estudios han destacado el importante
deterioro en el AAvG que se produce tras las lesiones del BLA (Nachman y Ashe,
1974; Aggleton et al, 1981; Yamamoto y Fujimoto, 1991; Yamamoto, 1993;
Yamamoto e# al, 1994; Schafe et al, 1998; Sakai y Yamamoto, 1999; Morris e/ al.,
1999), ahora se afade aqui que las lesiones del CeA pueden bloquear el aprendizaje
particularmente en la modalidad Concurrente (a Corto Plazo). Dado que esta
modalidad Concurrente del AAvG se sustenta en circuitos neuroanatémicos
diferenciales, distintos desde luego a los utilizados en la modalidad Secuencial (a
Largo Plazo) (Garcia et al, 1985; Kiefer, 1985; Chambers, 1990; Garcia, 1990;
Mediavilla e al,, 1998, 1999, 2000, 2001, 2005), podria proponerse que el BLA sea el
sustrato responsable para la modalidad Secuencial (la modalidad mayoritariamente

utilizada) mientras que el CeA lo seria para la modalidad Concurrente.

Sin embargo, conviene destacar en este contexto la relevancia del componente

olfatorio asociado a los sabores, un indice sensorial ignorado habitualmente en la
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mayoria de estudios de AAvVG pero que en el Experimento 2 ha debido ser
interrumpido. Es bien sabido que las principales aferencias de caracter olfatorio
proyectan hacia los Nucleos Amigdalinos Centromediales (Nucleo Corticales
Anterior, Nucleo Cortical Posterolateral y Nucleo Medial) (Scalia y Winans, 1975;
Price, 1990) y que, por lo tanto, la eliminacién de la informacién viscero-gustativa
producida tras las lesiones del CeA (Saper y Lowey, 1980; Cechetto, 1987; Moga et
al., 1990; Yamamoto e al., 1992) mantendria intacta la informacién olfatoria, la cual
podria ser individualmente asociada con el malestar visceral (De Araujo e al., 2003;
Capaldi e al, 2004). Asi, algunos autores sugieren (Bures e# al, 1998; Rollins ez al,
2001; Sclafani ez al, 2001; Capaldi et al, 2004; Touzani y Sclafani, 2005) que el
término AAvG deberfa ser sustituido en la mayorfa de los casos por el de
Aprendizaje Aversivo al Sabor (AAvS), entendiendo por “sabor” la suma del

componente “gustativo” y “olfatorio” de un estimulo.

En resumen, los resultados del Capitulo I sugieren que las lesiones del CeA (que
implica claves viscero-gusto-afectivas), necesariamente junto a las Bulbectomias
Olfatorias (implicando claves olfatorias), interrumpe la informacién necesatria para
desarrollar una tarea de AAvG Concurrente (a Corto Plazo) cuando se asocian
estimulos gusto/olfatorios con las consecuencias aversivas del NaCl hiperténico

administrado intragastricamente.

En el Capitulo II se demuestra que la activaciéon mediante Estimulacion Eléctrica
Intracerebral, tanto del CeA como del PBle (Experimentos 3 y 4, respectivamente)
induce consistentemente tres tipos de comportamientos en tareas de
Condicionamiento hacia un Lugar (CP): 1) un numero variable de animales
manifiestan una aversion hacia el lugar asociado con la Estimulacién Eléctrica
Intracerebral del CeA o del PBle (Condicionamiento Aversivo hacia un Lugar; CAL);
2) otros, por su parte, manifiestan repetidamente preferencias por los estimulos del
entorno asociados con la activaciéon de estas estructuras (Condicionamiento de
Preferencia hacia un Lugar; CPL); y 3) finalmente, se forma un tercer grupo de
animales (“neutrales”) que no muestra una consistente preferencia o aversion hacia
los distintos estimulos del entorno asociados a la estimulacién. Este resultado hace
suponer que ambos nucleos cerebrales podrian formar parte de un circuito neural
implicado tanto en los procesos aversivos como de recompensa cerebral. Sin

embargo, se ha demostrado que a diferencia de los efectos reforzantes inducidos por
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la Estimulacion Eléctrica del PBle que serfan procesados por el Sistema Opiaceo (la
administracion de Naloxona bloquea los efectos recompensantes) la activacion
reforzante del CeA se mantiene tras la administracién de Naloxona, lo cual sugiere
que distintos sistemas neuroquimicos, uno Opiaceo y el otro por determinar,

procesan’an los efectos recompensantes de este eje anatomico reforzante.

Con respecto a las propiedades aversivas/reforzantes de la Estimulacién Eléctrica
del PBle existen datos que demuestran la presencia (abundante) de receptores

oplaceos en esta estructura (Mansour ef al, 1995a, b). Mas aun, la estimulacion
quimica diferencial de los receptores p y k del Complejo Parabraquial Lateral (que
inclufa previsiblemente al PBle) puede generar preferencias o aversiones,

dependiendo de los sistemas opiaceos activados (Moufid-Bellancourt ez /., 1990).

Estos datos son compatibles con la idea de que una misma estructura cerebral
podria estar implicada tanto en los procesos motivacionales negativos como
positivos (Salamone, 1994; Yamamoto ¢f al., 1994; Reynolds y Berridge, 2002; Simén
¢t al., 2007). También el Sistema Opiaceo puede inducir efectos opuestos, a través de
los receptores K y O sobte la accién del Sistema Dopaminérgico Mesocorticolimbico
(Spanagel ez al, 1992). Sin embargo, los receptores | parecen mediar tanto las
propiedades aversivas como las apetitivas de la morfina (Matthes ez al, 1990),
mientras que en su caso la Naloxona parece ejercer sus efectos aversivos actuando
principalmente sobre este subtipo especifico de receptor opiaceo (Skoubis et al,
2001). Todo esto hace que, de momento, no pueda determinarse si los efectos
aversivos/apetitivos de la Estimulacién Eléctrica del PBle podrian ser procesados a

través de los mismos o distintos receptores opiaceos.

Por otra parte, los resultados del Experimento 3 descartan la implicacion directa
del Sistema Opidceo en los efectos aversivos/recompensantes de la Estimulacion
Eléctrica del CeA, lo cual permite suponer que la activacion reforzante del CeA debe
ser procesada a través de un sistema neuroquimico no determinado, pero

probablemente distinto del Opiaceo.

Los datos obtenidos en relaciéon con las propiedades aversivas de la Estimulacion
Eléctrica del PBle son compatibles con otros resultados obtenidos previamente en
este y otros laboratorios. Asi, lesiones especificas del PBle (Mediavilla e a/, 2000) o

del PBI en general (Bechara e al, 1993; Nader ez al, 1996) bloquean el AAvVG

asociado con la administraciéon de NaCl hiperténico o de Morfina, respectivamente.
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Mis atn, la Estimulacién Eléctrica del Area Postrema, utilizada como agente
aversivo para inducir AAvG (Gallo ef al, 1988; Agliero ef al., 1993a), pierde dicha
capacidad inductora tras lesiones amplias del Complejo Parabraquial lateral (que al

parecer incluye el PBle) (Agtiero e al., 1993a).

En esta linea, existen estudios que demuestran la activacion del PBle
(conjuntamente con otros nucleos cerebrales) tras la administracién de productos
nocivos tales como, por ejemplo, el NaCl hiperténico (Kobashi ef a/, 1993) o el LiCl
(Gu et al., 1993; Swank y Bernstein, 1994; Yamamoto ¢ al., 1992).

Por otro lado, los datos de caracter recompensante obtenidos tras la
Estimulacion Eléctrica del PBle también son compatibles con estudios
inmunohistoquimicos que han observado la activacion del PBle (entre otros muchos
nicleos cerebrales) tras la administraciéon de sustancias nutritivas (por ejemplo,
Glucosa) (Sakai y Yamamoto, 1997; Wang e# al., 1999; Yamamoto y Sawa, 2000a) o
de sustancias simplemente apetitivas (por ejemplo, Sacarina) (Yamamoto ef al, 1994;
Yamamoto y Sawa, 2000b), asi como tras la administracién de algunas drogas de
abuso (por ejemplo, cocaina, morfina y anfetaminas) (Sakai y Yamamoto, 1997,
Yamamoto y Sawa, 2000a, 2000b; Grabus e a/, 2004). Por el contrario, tanto las
lesiones del Area Parabraquial en general (incluyendo el PBle) como las lesiones
especificas del PBle interrumpen la preferencia por los alimentos apetitivos (Edwards
y Ritter, 1989) o por estimulos gustativos asociados con la administracion

intragastrica de nutrientes reforzantes (Zafra ez al., 2002).

Esta implicaciéon del PBle en los procesos recompensantes podtia estar
relacionada con una reduccién en el estado de necesidad y/o con una modificacién
especifica en el valor hedénico de los estimulos gustativos (Le Magnen, 1992;
Berridge, 2003). De hecho, es bien sabido que el PBle constituye uno de los
principales relevos centrales en el procesamiento de los estimulos viscerales y
gustativos (Fulwiler y Saper, 1984; Bernard ef a/, 1993; Halsell y Travers, 1997; De
Lacalle y Saper, 2000; Karimnamazi ez al, 2002). Con respecto a esta udltima
posibilidad, la Estimulaciéon Eléctrica del PBle podtia haber actuado como sustituto
adecuado de los estimulos viscerales y/o las consecuencias de sus efectos
motivacionales reforzantes (Cubero y Puerto, 2000b) y para lo cual el PBle esta
estratégicamente localizado en relacién a la recepcion de informacién periférica
relacionada con la ingesta (Calingasan y Ritter, 1993; Ritter ez al, 1994; Wang ¢t al.,
1999; Yamamoto y Sawa, 2000a, 2000b).
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La Estimulaciéon Eléctrica del PBle ha podido generar preferencias por los
estimulos asociados de manera similar a como los inducen los efectos
recompensantes rapidos inducidos por la administraciéon intragastrica de algunas
sustancias nutritivas (Puerto ez al., 1976). En este sentido, la Estimulaciéon Eléctrica
del componente aferente del Nervio Vago induce ¢-fos en el PBle, entre otros nucleos
(Gieroba y Blessing, 1994; Saleh y Cechetto, 1993). También, se ha demostrado que
la presencia de nutrientes en el intestino, combinado con procesos de liberacion
hormonal (por ejemplo, Colicistoquinina, CCK), genera sefiales que son procesadas

también por la via Vagal-PBle (Li y Rowland, 1995).

Estos resultados, tal y como sugieren algunos autores, ofrecen la posibilidad de
que las diferentes modalidades reforzantes (homeostasis, sustancias de abuso,
estimulaciéon  eléctrica, etc)  podrian  estar  relacionadas y  coincidir
neurobiolégicamente en alguno de los sistemas anatémicos del refuerzo cerebral
(Berman ef al, 1994; Wolinsky et al, 1996; Fernandez-Espejo, 2002; Kelley y
Berridge, 2002).

Por su parte, las propiedades aversivas de la Estimulaciéon Eléctrica del CeA
pueden estar en consonancia con los estudios que consideran a la Amigdala como
uno de los sustratos neurales implicados en el procesamiento aversivo y al CeA,
concretamente, como el nicleo cerebral critico para asociar la informacién aversiva
con la emociéon negativa que genera (Nakagawa e a/., 2005). De hecho, las lesiones
del CeA impiden la asociaciéon gusto-viscero-aversiva en un modelo de Aprendizaje
Interoceptivo Aversivo (Experimento 2) y ademas atenta el Condicionamiento
Aversivo hacia un Lugar (CAL) inducido por la retirada (abstinencia) de morfina

(Kelsey y Arnold, 1994; Watanabe e7 al., 2002b; Nakagawa ef al., 2005).

Con respecto a las propiedades reforzantes observadas tras la Estimulacién
Eléctrica del CeA, los resultados obtenidos son compatibles con otras investigaciones
que han puesto de manifiesto la implicaciéon de la Amigdala (Everitt ef al, 2003;
Waraczynski, 2003) y, concretamente, del CeA (Zhu y Pan, 2004, 2005) en estas
manifestaciones motivacionales recompensantes. De hecho, algunos autores
consideran al subnucleo central amigdalino (CeA) como un sustrato neural esencial

en el aprendizaje de reforzamiento condicionado (Zhu y Pan, 2004, 2005).

También se ha demostrado que algunos de los subnucleos amigdalinos, incluido
el CeA, pueden sustentar la Auto-Estimulacion Eléctrica recompensante (Kane ez af,
1991; Panagis ez al., 1995; Touzani y Velley, 1998). De hecho, diversos estudios con ¢-
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fos han mostrado que la Estimulacién Eléctrica de las principales zonas cerebrales de
refuerzo (por ejemplo, Hipotilamo Lateral) esta asociada a incrementos en la
actividad celular de algunos subnucleos amigdalinos, entre ellos, el CeA
(Arvanitogiannis ez al, 1996; Hunt y McGregor, 1998; Touzani y Velley, 1998;
Nakahara ez al., 1999).

Sin embargo, la ausencia de efecto de la Naloxona sobre las aversiones y
preferencias inducidas tras la Estimulaciéon Eléctrica del CeA descarta inicialmente
una implicacion, al menos directa, del Sistema Opidceo en los procesos mediados por
este subnuicleo amigdalino. Asi, mientras en el PBle existe una alta densidad de
receptores opiaceos (Atweh y Kuhar, 1977; Lynch et al, 1985; Sales e al., 1985;
Mansour e/ al., 1995a, b; Ding ez al, 1996; Chamberlin et al., 1999), no ocurre lo
mismo en el caso del CeA (Paden e7 al., 1987; Mansour e/ al., 1995a, b; Ding ef al.,
1996). Existen estudios que demuestran que, por el contrario, la activacion del CeA,
tras la administraciéon Naloxona (Higgins y Sellers, 1994; Gestreau ef al., 2000; Gracy
et al., 2001; Nakagawa ez al., 2003; Nakagawa ez al., 2005), podria ser debida mas bien
al bloqueo del control ténico inhibitorio opiaceo ejercido sobre el CeA por otra
estructura que si disponen de estos receptores (Le Guen ez al., 2001, 2003). El hecho
de que la Naloxona no afecte a los efectos inducidos por la Estimulaciéon Eléctrica
del CeA vy sin embargo bloquee las inducidas por la Estimulacion del PBle, podria
estar en consonancia con el anteriormente propuesto control inhibitorio opiaceo que
presumiblemente ejerceria el PBle sobre el CeA (Le Guen ef al, 2001, 2003). Asi,
existen estudios que demuestran la activacion del CeA tras la administracion de
Naloxona (Gracy e al, 2001) y también que micro-inyecciones de este antagonista,
directamente en el CeA, induce Condicionamiento Aversivo hacia un Lugar (Stinus ez

al., 1990; Gracy et al., 2001).

Dado que el CeA esta altamente inervado por el Sistema Dopaminérgico
(Bouthenet e al., 1991; Lévesque ef al., 1992; Scibilia ez al., 1992; Shippenberg et al.,
1993; Murray ef al., 1994; Diaz et al., 1995, 2000; Rezayof ez al., 2002) y que ha sido
relacionado con los efectos recompensantes de dicho sistema neuroquimico
(Arvanitogiannis et al, 1996; Hunt y McGregor, 1998; Touzani y Velley, 1998;
Nakahara ef al, 1999; Hasue y Shammah-Lagnado, 2002; Baxter y Murray, 2002;
Phillips e# al, 2003), existe la posibilidad de que los efectos apetitivos hacia los
estimulos del entorno inducidos mediante la Estimulaciéon Eléctrica del CeA puedan
implicar a este Sistema Dopaminérgico, aunque esta posibilidad teérica esta por

demostrar.
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Sin embargo, esta hipotesis serfa compatible con los resultados de estudios en los
que se ha demostrado que los efectos recompensantes hacia un entorno inducidos
mediante Sacarosa (Agmo e al, 1995) o Morfina (Rezayof ez al, 2002) eran

bloqueados a través de antagonistas dopaminérgicos.

En resumen, tanto el procesamiento de los estimulos nocivos como de los
reforzadores naturales, de las sustancias de abuso y de la Estimulaciéon Eléctrica
Intracerebral podrian compartir, al menos en parte, un sustrato comun (White y
Milner, 1992; Koob, 1992, 1999, 2000; Wise, 1996; Nader y Van der Kooy, 1994;
Koob y Le Moal, 2001; Simén, Tesis Doctoral, 2003), en el cual el PBle y el CeA

pueden ser dos de los componentes neuroanatémicos del sistema.

Parece probable que el cerebro haya evolucionado para dar respuestas selectivas a
estimulos naturales relevantes para la supervivencia y la reproducciéon, como la
comida, la bebida o el sexo. En este proceso evolutivo han aparecido sistemas de
refuerzo, especialmente la Via Mesocorticolimbica, especializados en la formacién de
habitos de conducta (Kelley y Berridge, 2002, Fernandez-Espejo, 2002). Las drogas
de abuso podrian actuar sobre estos sistemas de alguna forma, no necesariamente
excluyentes; bien activando estos mecanismos, con intensidad analoga a los
reforzadores naturales; bien sensibilizando, distorsionando o modificando unos
sistemas cerebrales implicados en el proceso de motivacioén de incentivo y refuerzo
(Di Chiara, 1998; Robbins y Everitt, 1999; Berke y Hyman, 2000; Robinson y
Berridge, 2003; Hyman y Malenka, 2001). Las sustancias adictivas podrian modificar
drasticamente los circuitos cerebrales del refuerzo implicandolos en estados aversivos
(por ejemplo, Sindrome de Retirada) que ejercerfan una accién oponente a la de los
mecanismos implicados en el procesamiento de los aspectos reforzantes (Kreek y
Koob, 1998; Koob y Le Moal, 2001). En otras palabras, las sustancias de abuso
podrian usurpar y modificar los procesos motivacionales y conductuales normales

que estan a la base de los reforzadores naturales.

Igualmente, la Estimulacién Eléctrica Intracerebral de ambos nuicleos también
podria haber activado artificialmente circuitos neurales comunes especializados en la
formaciéon de habitos de conducta, usurpando y activando asi los procesos
motivacionales y conductuales normales (Di Chiara, 1998; Kreek y Koob, 1998;
Robbins y Everitt, 1999; Koob y Le Moal, 2001; Kelley y Berridge, 2002; Fernandez-
Espejo, 2002; Robinson y Berridge, 2003).

Sin embargo, algunas investigaciones apuntan en direccién opuesta. Se trata de
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estudios que demuestran que las neuronas del Nucleo Accumbens, concretamente,
exhiben patrones distintos de actividad ante reforzadores naturales (agua y comida) y
cocaina (Carelli ez al., 2000). También se considera que el aprendizaje inducido en
tareas de Condicionamiento hacia un Lugar tiene consecuencias comportamentales
diferentes segun se utilicen sustancias de abuso o reforzadores naturales. En el
primer caso, por ejemplo, los animales permanecen la mayor parte del tiempo en el
compartimento reforzado, en contacto con las claves ambientales que han sido
asociadas al efecto de la infusiéon de la droga, mientras que en el segundo caso el
condicionamiento es mas complejo y, aunque los animales pasan igualmente mucho
tiempo en el compartimento reforzado, exhiben mayor numero de conductas

exploratorias o de busqueda (Spiteri e7 a/., 2000).

Las observaciones sobre los animales estimulados eléctricamente en el PBle y
CeA no permiten dilucidar, por el momento, si sus comportamientos se parecen mas
al descrito por Spiteri y asociados con respecto al caso de la utilizaciéon de drogas de
abuso o comida. La Estimulacién Eléctrica puede generar preferencias tanto hacia un
lugar como también hacia estimulos gusto-olfativos (Simén e a/,, 2007) mientras que,
al revés, las lesiones del PBle interrumpen el efecto reforzante de la administracion
de nutrientes recompensantes (Zafra et al., 2002). Asi, inicialmente sélo se puede
establecer que la Estimulaciéon FEléctrica parece estar actuando sobre algun
mecanismo general de refuerzo, en consonancia con las propuestas de la mayorfa de
autores (Di Chiara, 1998; Kreek y Koob, 1998; Robbins y Everitt, 1999; Koob y Le
Moal, 2001; Kelley y Berridge, 2002; Fernandez-Espejo, 2002; Robinson y Berridge,
2003).

No obstante, no puede descartarse tampoco la idea de que la Estimulacion
Eléctrica del CeA y del PBle esté activando células gustativas (Yamamoto e al., 1994)
y que sean las consecuencias motivacionales de éstas las que queden asociadas a las

claves del entorno.

En resumen, los datos del Capitulo II demuestran que la activacién inducida
mediante Estimulacién Eléctrica del CeA o del PBle genera aversiones y preferencias
por los estimulos del entorno con los que se asocia. Sin embargo, los sistemas
neuroquimicos implicados en estos dos sustratos neurales de recompensa parecen ser
distintos, probablemente Opiaceo en el caso de la activacion del PBle mientras que
estan por determinar los mecanismos en el efecto reforzante inducido desde el CeA.

Esta disociacion sugiere la existencia de, al menos, dos sistemas neuroquimicos
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diferentes de recompensa cerebral.

Los resultados obtenidos en el Capitulo 111 de la presente Tesis indican que el eje
neuroanatomico Vagal-PBle-CeA es relevante en los procesos nutritivos a Corto
Plazo. Las lesiones individuales de cada uno de sus componentes inducen
comportamientos hiperfagicos a Corto Plazo, presumiblemente al interrumpir la
informacion sensorial-vagal necesaria para el proceso de Saciaciéon. Concretamente,
en el Experimento 5 se ha observado hiperfagia tanto tras las Vagotomias como tras
las lesiones del PBle. Mas atn, en el Experimento 6 se demuestra que, aunque los
animales lesionados en el PBle ingieren cantidades equivalentes a sus controles de
una Comida Liquida, dichas lesiones bloquean el mecanismo compensatorio de re-
ingesta que se produce después de la extraccion (retirada) parcial de contenidos
gastricos en animales previamente alimentados con dicho alimento, un fenémeno
muy relacionado con los procesos nutritivos a Corto Plazo (Snowdon, 1970; Davis y
Campbell, 1973; Deutsch ez al, 1978; Wirth y McHugh, 1983; Kaplan ef 4/, 1994).
Por su parte, en el Experimento 7, ademas de reproducir los datos de hiperfagia
inducidos por las lesiones del PBle, se comprueba que la accién anoréxica de los
antagonistas opiaceos (mediante la administraciéon subcutanea de Naloxona) parece
ser procesada (en parte) a través del PBle, ya que sus lesiones reducen su efecto
supresivo sobre la ingesta. Mas ain, en este mismo experimento se observan
comportamientos hiperfagicos a Corto Plazo inducidos ahora por las lesiones del

CeA (especificamente, del Nucleo Central Lateral de la Amigdala, CeL).

Estos resultados son compatibles con numerosas investigaciones que han
demostrado que la via neural Vagal-PBle-CeL podria ser la responsable de procesar el
estado viscero-sensorial (rapido) del organismo (Bernard ez a/, 1993; Bourgeais ez al.,
2001). En este sentido, se ha demostrado la especial relevancia del Nervio Vago en la
ingesta de alimentos a Corto Plazo (Snowdon y Epstein, 1970; Motdes e al., 1979;
Gonzalez y Deutsch, 1981; Davis e al., 1994; Phillips y Powley, 1998; Furness ez a/.,
2001; Date e al., 2002; Zatra et al., 2003, 2004).

En este ambito, la implicacién del Nervio Vago en los procesos de Saciacion ha
sido estudiada casi siempre a través del analisis de la ingesta de comida en animales
vagotomizados (Snowdon, 1970; Motdes et al, 1979; Gonzalez y Deutsch, 1981;
Smith ez al., 1981; Kral, 1983; Sclafani y Kramer, 1983; Furness ez a/., 2001; Date ez al.,
2002; Zafra et al., 2003, 2004, 2000), unas veces ya recuperados de la intervencion
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quirargica (Chavez et al., 1997; Kelly ez al., 1999) o también inmediatamente después
de la cirugia vagal, lo cual evita la inclusién de factores de aprendizaje que pueden

enmascarar el efecto (Phillips y Powley, 1998; Zafra ¢ al., 2003, 2004).

Estas diferencias procedimentales, ademas de la utilizacion de dietas diferentes,
pueden explicar las discrepancias observadas sobre la ingesta de comida y la posible
funcién del Nervio Vago (Kelly ez a/., 1999). Asi, mientras en el ultimo de los casos la
desaferentizacion vagal genera un sobre-consumo de alimento (South y Ritter, 1983;
Castonguay y Bellinger, 1987; Reidelberger y O’Rourke, 1989; Chavez e al, 1997,
Curtis y Stricker, 1997; Phillips y Powley, 1998; Kelly ez al, 1999; Zafra et al., 2003,
2004), en otros casos (experiencia previa) las Vagotomias no afectan a la ingesta
(Lorenz, 1983; Kraly ez al., 1986; Castonguay y Bellinger, 1997; Chavez e7 al., 1997,
Kelly ez al., 1999; Zafra et al., 2003, 2004).

En los estudios llevados a cabo en este laboratorio (Zafra ez al., 2003, 2004) al
igual que los resultados publicados con Vagotomias subdiafragmaticas totales
(Phillips y Powley, 1998) se observa que los animales vagotomizados completamente
ingerfan una mayor cantidad de comida que sus controles durante el primer dia
después de la operacion, reduciéndose dichas diferencias en los siguientes dfas
(Snowdon, 1970; Snowdon y Epstein, 1970; Mordes ¢f al, 1979; Louis-Sylvestre,
1983; Davis ez al., 1994).

En efecto, el hecho de que en los dias posteriores (48, 72 'y 96 h. post-quirdrgicas)
la ingesta de comida mostrada por los animales capsaicinados del Experimento 5
fuese similar que la de sus controles, hace suponer que otros factores distintos a las
aferencias vagales afectadas por la Capsaicina pueden estar implicados en la
regulaciéon nutritiva de los animales (Saciedad Condicionada o mecanismos
redundantes de Retroalimentaciéon Negativa), compensando asi los efectos de las
lesiones y contrarrestando las deficiencias producidas por la destruccion de las fibras

(Chavez et al., 1997; Kelly et al., 1999, 2000 Zafra ez al., 2003).

Con respecto a los efectos hiperfagicos observados en el Experimento 5 tras las
lesiones del PBle existen datos obtenidos por este laboratorio (Zafra ez al., 2005) y
otros (Takaki ez al, 1990) en los que se demuestra un aumento de la ingesta de
alimentos tras la lesiones globales del PBI (que incluyen previsiblemente al PBle). Sin
embargo, ahora se demuestra que lesiones especificas de uno solo de los subnucleos
(el Parabraquial Lateral Externo) puede reproducir el efecto total descrito,
permitiendo precisar asi el sustrato parabraquial implicado en el proceso de nutritivos
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a Corto Plazo.

En esta linea existen investigaciones que demuestran que lesiones del PBI, que
previsiblemente incluyen posiblemente al PBle (en proceso de investigacion
actualmente), también pueden inducir un efecto hiperdipsico (Ohman y Johnson,
1986; Edwards y Johnson, 1991; Sakai y Yamamoto, 1998; De Gobbi ¢ al, 2001; De
Gobbi ez al., 2009).

Sin embargo, el hecho de que, con respecto a sus controles, los animales
capsaicinados muestren diferencias en la ingesta de Comida Solida a las 24 h. post-
quirurgicas (hiperfagia) y no existan dichas diferencias en los animales con lesiones
del PBle, sugiere que las lesiones del PBle no afectan especificamente al proceso de
Saciacién y que otros mecanismos alternativos podrian ser responsables de dicho
proceso. Entre otros, los siguientes: 1) vias sensoriales, vagales y no vagales (por
ejemplo, nervios espinales viscerales del sistema simpatico) que proyecten hacia otras
estructuras cerebrales distinta al PBle; y 2) un proceso de Saciedad Condicionada, de
modo que la experiencia previa adquirida al haber ingerido el alimento permite al
animal anticipar, a través de un proceso asociativo, el valor nutritivo de la comida
(Treit y Spetch, 1986). Entre estos mecanismos alternativos parece descartarse la
implicacién de los procesos de absorcion (via humoral) ya que, si asi fuese, los
animales con lesiones del PBle del no deberian haber mostrado el efecto hiperfagico
observado en las pruebas de ingesta de Comida Liquida y Sélida a los 60 y 90 min.,
respectivamente, tiempo suficiente para poner en marcha los procesos de absorcion y
la consiguiente activaciéon de estructuras cerebrales implicadas en dicho proceso de

Saciacion.

En cualquier caso, debe considerarse el hecho de que las lesiones del PBI
disminuyen la conducta de neofobia que se produce en presencia de sustancias
novedosas (Yamamoto ez al., 1995; Grigson ez al., 1998a, b; Sakai y Yamamoto, 1998).
Este comportamiento adaptativo innato, que se define como la tendencia a evitar
sustancias con las que no se ha tenido una experiencia previa (Reilly y Bornovalova,
2005), implica una importante precauciéon a la hora de interpretar los casos de
hiperfagia inducidos por lesiones del PBI y con alimentos con las cuales los animales

no han tenido contacto previo.

Sin embargo, en apoyo de los resultados obtenidos ahora, los estudios
anatomicos disponibles indican que el PBle es un importante relevo de informacion

viscero-sensorial y nociceptiva vagal (Bernard ez a/., 1993) y que, por tanto, el efecto
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hiperfagico observado tras las lesiones del PBle pudiera deberse, presumiblemente, a
una interrupcion de alguno/s de los componentes asociados a los procesos de

Saciaciéon mediados por el Nervio Vago.

Los datos del Experimento 6 confirman la implicacién del eje Vagal-PBle en los
procesos nutritivos a Corto Plazo, ya que lesiones del PBle interrumpen el
mecanismo compensatorio de re-ingesta a Corto Plazo tras la extraccion de
contenidos gastricos, un fendémeno ampliamente estudiado en la bibliografia
(Snowdon, 1970; Davis y Campbell, 1973; Deutsch e a/, 1978; Wirth y McHugh,
1983; Kaplan ez al.,, 1994).

Se ha propuesto que este proceso regulatorio, tan preciso, se produce a través de
los mecanismos de Retroalimentaciéon Negativa periférica (Davis y Campbell, 1973;
Deutsch ez al., 1978; Grill y Norgren, 1978; Kraly y Smith, 1978; Wirth y McHugh,
1983; Grill y Kaplan, 1992), aunque existen discrepancias con respecto a los niveles

del sistema gastrointestial implicados en dicho proceso.

La informacién visceral procedente de la cavidad gastrica parece ser necesaria y
suficiente para regular los procesos de alimentacion a Corto Plazo (Davis y
Campbell, 1973; Deutsch ez al., 1978; Kraly y Smith, 1978; Wirth y McHugh, 1983) y,
particularmente, los indices sensoriales originados por la distension gastrica (Davis y
Campbell, 1973; Kraly y Smith, 1978; Wirth y McHugh, 1983). Esta idea ha recibido
importantes apoyos utilizando muy diversas técnicas experimentales (Davis y
Campbell, 1973; Deutsch e al, 1978; Kraly y Smith, 1978; Wirth y McHugh, 1983;
Kaplan ez al., 1994).

Alternativamente, otros autores (McHugh y Moran, 1978; Gibbs e al, 1981)
destacan los efectos post-gastricos al comprobar cémo las infusiones intraduodenales
de nutrientes o algunas de las hormonas intestinales reducen la posterior ingesta de
alimentos. Sin embargo, no puede descartarse que muchas de estas manipulaciones
post-gastricas reducen la ingesta mds por su caracter afisiolégico, causante de
malestar para el animal, que por su accion estrictamente nutritiva (Deutsch, 1983;

Wirth y McHugh, 1983).

Finalmente, el grupo de Kaplan propone que los mecanismos responsables de la
Saciaciéon a Corto Plazo podrian implicar sefiales tanto de origen gastrico como post-
gastrico. Esta propuesta se basa en el hecho de que, durante la ingesta, los alimentos

pasan por un vaciado gastrico natural que podrian originar simultaneamente senales
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post-gastricas  (Kaplan ez al, 1992) y que, junto con las sefiales gastricas,
desencadenarfan el proceso regulatorio de Saciacion a Corto Plazo (Wirth y McHugh,

1983; Kaplan ez al., 1994).

Sin embargo, en el Experimento 6 se priman los factores de distension gastrica en
los procesos de Saciaciéon ya que la extraccidon intragastrica se lleva a cabo
inmediatamente después de la Saciacién (en el experimento del grupo de Kaplan la
extraccion del contenido gastrico ocurre 10 minutos después de la Saciacion). De esta
manera, se prima las sefiales regulatorias procedentes del estobmago ya que, aunque
exista cierto vaciado gastrico natural durante la ingesta (Kaplan ez a/, 1992), al no
haber demora temporal entre la Saciacion y la extraccion intragastrica de nutrientes,
la mayorfa del contenido ingerido permaneceria en el estomago (McHugh et al,
1975). Sin embargo, no puede descartarse todavia que esta participaciéon del PBle
pudiera implicar informacién tanto gastrica como post-gastrica, una cuestiéon ain por

determinar.

En apoyo de la propuesta gastrica, estudios llevados a cabo por distintos autores
han detectado neuronas en el PBle, entre otros nucleos, que son especialmente
sensibles a la distension gastrica (Suemori ez al., 1994; Baird ez al., 2001a, b; Berthoud

et al., 2001; Vrang ef al., 2003; Mazda ef al., 2004).

Sin embargo, los datos del Experimento 6 ponen de manifiesto la ausencia de
diferencias, entre el grupo lesionado en el PBle y su control, en las cantidades de
alimento liquido consumidas hasta cumplir el criterio de Saciaciéon (5 min. sin
consumir), en contraste con el proceso rapido de re-ingesta tras la extracciéon de
contenido gastrico que se acaba de describir. Estos datos sugieren, de nuevo, que las
lesiones del PBle no parecen afectar especificamente al proceso de Saciacién y que
otros mecanismos alternativos podrian ser responsables de dicho proceso cuando el
animal posee el suficiente tiempo como para poder poner en marcha estos sistemas
compensatorios (por ejemplo, vias vagales y no vagales que proyecten a otro centro

cerebral distinto al PBle o Saciedad Condicionada).

En cualquier caso, los resultados obtenidos sugieren que el PBle podria formar
parte esencial de los sistemas neurales implicados en los procesos de control de la
ingesta de alimentos a Corto Plazo. Acorde con esta idea, existen estudios que han
mostrado que el PBle podria formar parte del eje visceral Vago-NTSc a través del
cual se procesa la informacién procedente del tracto gastrointestinal que estaria
implicada en la regulacién de la ingesta de alimentos (Calingasan y Ritter, 1993; Li y
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Rowland, 1995, 1996; Horn y Friedman, 1998a,b; Horn ez al, 2001; Trifunovic y
Reilly, 2001; Abbott ez al., 2005; Becskei e al., 2007). Asi, de acuerdo con los datos
obtenidos en el Experimento 0, el eje Vago-NTSc-PBle serfa relevante en aquellas
circunstancias en las que se requiere una detecciéon y procesamiento rapido de la
informacién visceral. Por lo tanto, las lesiones del PBle no parecen afectar a la
regulaciéon de la Saciacién, pero cuando la manipulacién introducida (extraccion
gastrica) debe ser rapidamente detectada e inmediatamente compensada la relevancia

del PBle es capital.

Acorde con esta ultima idea se ve apoyada por los resultados obtenidos en el
ambito del Aprendizaje Interoceptivo, en los que se ha comprobado que la integridad
de los componentes del eje Vago-NTSc-PBle parece esencial sélo en aquellas tareas
que requieren una rapida deteccion de los productos administrados

intragastricamente que seran asociados a los estimulos gusto-olfatorios (Arnedo et al,

1991, 1993; Mediavilla ez al., 2000, 2011; Zafra et al., 2002, 2006, 2007).

En cualquier caso, este estudio demuestra la relevancia del PBle para regular
conductas nutritivas asociadas a cambios repentinos en el sistema digestivo, como las

producidas tras la extraccion de contenidos gastricos (Experimento 6).

Los datos correspondientes al Experimento 7, ademas de reproducir los
resultados obtenidos previamente por este laboratorio (Zafra ef al., 2005) y otros
(Takaki ez al, 1990) con respecto a las lesiones del PBI y, mas especificamente, del
PBle (Experimento 06), destacan por el efecto hiperfagico observado en animales
lesionados particularmente en el CeL. Este resultado precisa (mas especificamente) la
hiperfagia y/o ganancia de peso obtenidas en animales con lesiones del CeA (Box y
Mogenson, 1975; Leonard y Hahn, 1982; Bovetto y Richard, 1995; King e# al., 1993a,
b; King ez al., 1994; King ez al., 1996; King ef al., 1997; King et al., 1998; King et al.,
1999; Rollins y King, 2000; Rollins ez a/., 2001) y esta en consonancia con la relacién
viscero-sensorial que el PBle mantiene con algunos centros rostrales, como el CeA, y
particularmente con el Cel. (Bernard e al, 1993) (ver Figura 0.3). De hecho, por
ejemplo, se ha observado activacion del CeA (incluido el CeL)) tras la administracion
de productos aversivos (por ejemplo, HCI) que inducen AAvG (Ervin ef al., 1990) y
que puede ser bloqueada mediante Vagotomias (Michl ez /, 2001).

Sin embargo, estudios llevados a cabo por el grupo de King (King 7 a/., 1993a, b;
King et al., 1996; King e? al., 1994; King ez al., 1997; King ez al., 1998; King ez al., 1999)
han mostrado hiperfagia y obesidad moderada en roedores con lesiones bilaterales en
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la region posterodorsal de la amigdala. Aunque los subnicleos implicados en estas
lesiones incluye al Nucleo Medial Posterodorsal y el Nucleo Lecho Intra-Amigdalino
de la Estria Terminalis (King e al., 1993a, b; King ez al., 2003; Rollins y King, 2000,
Rollins ez al., 2006), un analisis histolégico mas detallado de estas lesiones demuestra
que generalmente invaden la porcidon caudal del CeA (incluido el Cel) (Rollins y

King, 2000).

Otros estudios, por el contrario, han observado una disminucién en la ingesta de
comida y en el peso corporal tras las lesiones del CeA (Anand y Brobeck, 1952;
Fonberg, 1969; 1973; Cole, 1974; Box y Mogenson, 1975; Ganaraj y Jeganathan,
1998) aunque, conviene destacar, que estos animales suelen mostrar importantes
déficits sensorio-motores (Box y Mogenson, 1975; Ganaraj y Jeganathan, 1998). Asi,
un analisis de las lesiones efectuadas en estos ultimos estudios sugieren que la afagia
producida tras la lesion del CeA ha podido ser debida al dafio incidental de
estructuras adyacentes no amigdalinas (Rollins y King, 2000) como, por ejemplo, el
Globo Pilido cuyas lesiones suelen producir afagia al estar implicado en funciones
sensorio-motoras (Morgane, 1961; Leonard ef al., 1975; Dacey y Grossman, 1977;
Palfai et al, 1984; Schoenfeld y Hamilton, 1981). Concretamente, algunos estudios
han comprobado que las lesiones restringidas al CeA, sin dafio adicional del Globo
Palido, no producen hipofagia, ni pérdida de peso o déficits sensorio-motores (Dacey
y Grossman, 1977; Kemble ¢ al., 1979; Schoenfeld y Hamilton, 1981; Leonard y
Hahn, 1982; Bovetto y Richard, 1995; Ritter y Hutton, 1995).

Por otra parte, aunque las lesiones de la Amigdala suelen alterar la respuesta
normal a la novedad de los alimentos (neofobia), existen investigaciones que han
observado esta disminucién en la reacciéon neofébica ocurre en animales con lesiones
(excitotoxicas o electroliticas) del Nucleo Basolateral de la Amigdala (BLA) (Rolls y
Rolls, 1973; Nachman y Ashe, 1974; Borsini y Rolls, 1984; Kolakowska ¢z al., 1985;
Kesner ef al., 1992; Burns et al., 1996), pero no después de lesiones en otras zonas de
la Amigdala o con una implicacién parcial del BLA (Dunn y Everitt, 1988; Fitzgerald
y Burton, 1981).

La relacién funcional, dentro del eje neuroanatéomico, entre el PBle y el CeL. con
respecto a los efectos hiperfagicos parece probable ya que ambos subnucleos
mantienen una comunicacién bidireccional formando un circuito cerebral que ha
sido implicado repetidamente en los procesos alimenticios normales. Esta red neural

incluye también al Nucleo Paraventricular Hipotalamico (PV) y al Nucleo del Tracto
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Solitario (NTS), entre otros (Norgren, 1976; Fulwiler y Saper, 1984; Herbert ez al.,
1990; Moga ¢t al., 1990; Bernard e7 al., 1993; Karimnamazi et al., 2002).

Mas adn, algunos estudios han sugerido que el incremento en la ingesta
producido por la desactivacion del PBI (que incluirfa posiblemente al PBle) depende
de mecanismos facilitadores de la ingesta presentes en CeA (Geetling y Loewy,
2000). Asi, se podria pensar que las lesiones del PBI y, mas concretamente, del PBle
podrian inducir hiperfagia al provocar la interrupcién del control inhibitorio ejercido

por este nucleo pontino sobre el CeA.

En otras palabras, los datos disponibles sugieren que el PBI (concretamente el
PBle) y su proyeccion anatémica hacia el CeA (particularmente hacia el CeL)
(Bernard ef al,, 1993) servirfan como sistema cerebral a través del cual las aferencias
viscero-sensoriales, tanto desde la periferia como desde estructuras cerebrales

relacionadas con la alimentacion, convergen e interactian fisiologicamente.

Los estudios con Estimulaciéon Eléctrica Intracerebral del PBle (Simén ef al,
2007) ofrecen un cierto apoyo a los efectos hiperfagicos observados tras las lesiones
del CeA o del PBle. La Estimulacién Eléctrica del PBle genera preferencias o
aversiones hacia los sabores con los que es asociada (Simoén ez al., 2007), mientras que
la region parabraquial lateral en su conjunto (Treit y Berridge, 1990; Berridge y
Pecifia, 1995; Wang et al., 1999; Séderpalm y Berridge, 2000; Yamamoto y Sawa,
2000a, b; Simén ef al., 2007) o el CeA (Schoenbaum e al., 1990; Blass y Hoffmeyer,
1991; Batr e al., 1995; D’Anci e al., 1996; Blass, 1997; Ren e al., 1997; Kanarek ef al.,
1999; Pomonis et al., 2000) han sido implicados, de un modo u otro, en los procesos
orosensoriales asociados a las propiedades reforzantes de ciertos estimulos gustativos
“innatamente preferidos” (por ejemplo, Sacarosa) que son procesados a través del
Sistema Opiaceo (Kirkham y Cooper, 1988a, b; Yu ez a/, 1999; Pomonis ez al., 2000,
Zhang y Kelley, 2000, 2002; Will ez a/., 2003; Levine y Billington, 2004; Richardson ez
al., 2005).

De acuerdo con todo ello, se podria proponer que estas lesiones provocan una
cierta insensibilidad a las propiedades heddnicas de las sustancias apetitivas
(disminucién de la “Discriminaciéon Estimular”) provocando asi una mayor ingesta
compensatoria con respecto a los animales controles. Es decir, los animales
lesionados en el CeL o PBle podrian no detectar las propiedades hedénicas de los
alimentos compensandolo asi con una mayor ingesta que contrarrestarfa dicha

carencia. Un efecto similar ha sido observado en personas de cierta edad que
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muestran mayor preferencia por las sustancias dulces, presumiblemente porque han
perdido cierta capacidad para captar las propiedades de las sustancias placenteras
(Murphy, 1993). Esta sensibilidad hedénica disminuida hace que las personas de
cierta edad consuman mayores cantidades como compensacion (Pangborn ez al,

1983; Murphy y Withee, 1986; De Graaf ¢ al., 1990) .

El hecho de que el sistema Opiaceo esté implicado en las preferencias inducidas
tras la Estimulacion Eléctrica del PBle (Simoén ef al, 2007; Experimento 4) parece

compatible con todo lo anterior.

Asi, las lesiones del PBI, del PBle y, ahora, del Cel. generan un efecto de
hiperfagia hacia sustancias apetitivas que se reduce tras la administracion de
Naloxona, un farmaco antagonista opiiceo que parece reducir las propiedades
hedonicas (Kirkham y Blundell, 1986; Higgs y Cooper, 1997; Glass et al., 1999b;
Zhang y Kelley, 2000, 2002; Frisina y Sclafani, 2002; Koob ez af., 2003) y/o post-
ingestivas (Kirkham y Blundell, 1984, 1986; Glass et al, 1999b, 2000) de los
nutrientes apetitivos. Sin embargo, esta acciéon anoréxica de la Naloxona puede ser
parcialmente contrarrestada a través de lesiones del PBle que atenuan su efecto

inhibitorio sobre la ingesta (Experimento 7).

Existen estudios anatémicos que demuestran que los receptores opiaceos estan
ampliamente expresados tanto en la periferia (por ejemplo, estbmago) como a nivel
central (por ejemplo, PBle) (Mansour ¢ al., 1995a, b; Cheng ez al, 1996; Ding et al.,
1996; Guan et al, 1997, Chambetlin e/ al, 1999) y que la informacién viscero-
sensorial del sistema gastrointestinal asciende hacia el Tronco Cerebral (por ejemplo,
PBle) y, desde alli, hacia estructuras diencefalicas implicadas en la regulacion
energética (por ejemplo, Hipotalamo, Talamo y Amigdala) (Saper y Lowey, 1980;
Moga et al., 1990; Yamamoto ef al., 1992, 1993). Asi, se podria proponer que las
lesiones del PBle atentan la accion anoréxica de la Naloxona al haber eliminado, de
nuevo, la sefal viscero-sensorial vagal que confluye en este subnuicleo parabraquial
(Bernard ez al,, 1993). La interrupcion de la informacion de Saciacion a nivel del PBle
por parte de la Naloxona impediria que las estructuras cerebrales rostrales

desempefiaran su funcién normal de regulacion de la ingesta.

Sin embargo, el hecho de que las lesiones del PBle no bloqueen completamente la
accion inhibidora de la Naloxona sobre la ingesta (sélo se produce una atenuacion)
sugiere que aunque dicho subnucleo reciba densas proyecciones viscero-sensoriales
(Bernard ez al., 1993) éstas también pueden ser trasladadas a otros sustratos cerebrales
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que permanecen intactos en estos animales lesionados (por ejemplo, Hipotalamo,
Talamo, Corteza Insular) (Fulwiler y Saper, 1984; Herbert e al, 1990; Moga et al.,
1990; Bernard ez al., 1993; Krukoff e al., 1993; Krukoft e al., 1994; Saleh y Cechetto,
1993; Bourgeais ¢t al., 2001).

Un examen de los datos ofrecidos por otros experimentos en estos procesos
motivacionales permite constatar que entre las areas “marcadas” se incluye el PBL De
hecho, diversos estudios inmunohistoquimicos incluyen al PBle (junto a otros
muchos nucleos) entre los centros activados tras la administracion periférica de
productos generadores de glucoprivacion (por ejemplo, 2,5-AM) o con glucosa
administrada intraduodenalmente (Ritter ez a/., 1994; Wang ez al., 1999), un efecto que
puede ser eliminado mediante la aplicacion de Vagotomias (Ritter ez al, 1994;

Calingasan y Ritter, 1993).

Mas aun, péptidos reguladores del consumo de los principales macro-nutrientes,
como el NP-Y (carbohidratos), la Galanina (grasas) y la ‘hormona liberadora de la
hormona del crecimiento’ (proteinas), también son procesados por redes de nucleos
entre los cuales se incluye el PBle (Smith e a/, 1985; Petrov et al, 1992a; 1992b;
Krukoff ez al., 1993; Veening ez al., 1998; Koegler e al., 1999; Bray, 2000).

En particular, el PBle ha sido relacionado con el Sistema Opiaceo y la nutricion.
La funcién de las sustancias opiaceas con respecto a la nutricién implica
principalmente una modulaciéon de las propiedades motivacionales de la comida,
incrementando su valor como incentivo (Apfelbaum y Mandenoff, 1981;
Drewnowski ez al., 1992; Le Magnen, 1992) y también reduciendo estados de malestar
general como es el caso del hambre (Carr y Papadouka, 1994). Los receptores
oplaceos p y k han sido relacionados, a su vez, con ambos efectos y ello en lugares
cerebrales especificos (Carr y Papadouka, 1994; Papadouka y Carr, 1994). Por
ejemplo, la restricciéon de alimento genera hiper-actividad de los receptores k e hipo-

actividad de los p en el PBle (Wolinsky e7 a/, 1990).

También el consumo de sustancias apetitivas (por ejemplo, Sacarina, Sacarosa,
Lactosa, Glucosa, etc.) activan, entre otros nucleos cerebrales, al PBle (Yamamoto e#
al., 1994; Monroe y Di Lorenzo, 1995; Wang ¢ al., 1999; Yamamoto y Sawa, 2000a,
2000b), lo cual sugiere que esta zona incluye neuronas sensibles a las cualidades
sensoriales de los estimulos gustativos (Yamada ef a/, 1990; Halsell y Frank, 1992;
Halsell y Travers, 1997) mientras que otras codifican su valor motivacional
(Yamamoto ¢f al., 1994). Estas células han sido localizadas tanto en la division medial
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como en la parte lateral del complejo parabraquial (Yamamoto ¢z al., 1994).

En relaciéon con la implicacion del eje Vagal-PBle-CeA en la accidon anoréxica
central de la Naloxona, Buller y colaboradores (2005) han disociado entre la
Naloxona Hidroclorhidrica (NxH), con accién periférica  central, y la accion
exclusivamente periférica de la Naloxona Metiodide (NxM) (Brown y Goldberg,
1985). Asi, este estudio muestra un aumento en la expresiéon ¢-fos en el subnucleo
PBle (entre otros nucleos cerebrales) tras la administracion intra-arterial de NxM por
comparaciéon con la administracion de vehiculo, sin que se observe un efecto
inmunohistoquimico adicional cuando se compara con la administracion intra-arterial
de NxH (Buller ¢z al, 2005). Esto es, la actividad de las células del PBle estaria
tonicamente inhibida tanto por los receptores opiaceos localizados central como
periféricamente. Sin embargo, el hecho de que el nimero de células Fos-positivas en
el PBle, después del bloqueo sistémico o periférico, no es significativamente distinto,
sugiere que los receptores opidceos periféricos (mas que los centrales) estarfan
implicados en mayor medida en la activacion de las células del PBle (Buller e 4/,
2005). Por el contrario, la NxH (y no la NxM) aumenta la expresion de ¢fos en el
CeA (Buller ez al, 2005), lo cual sugiere que esta activacion serfa dependiente de la
disminucién en la inhibiciébn que sobre ¢l ejercerfa otro centro encefalico,
presumiblemente, el PBle. En otras palabras, el hecho de que el Sistema Opiaceo
Endégeno pueda modificar la actividad del PBle y ésta, a su vez, alterar a través de su
control inhibitorio la actividad de estructuras como el CeA (incluido el Cell), ofrece
una posibilidad de que el Sistema Opiiceo puede modular el comportamiento
motivado, las emociones, el apetito y el control autonémico central (Buller e a/,

2005).

Otros estudios han confirmado que la accién anoréxica se puede inducir tanto a
nivel central como periférico, implicando en cada caso distintas estructuras
cerebrales. Asi, por ejemplo, se ha comprobado que la accién anoréxica inducida por
la Fenfluoramina (DFEN) se produce a nivel central (Blundell y Leshem, 1974; Li y
Rowland, 1993; Grill e al, 1997), mientras que la de la Colicistoquinina (CCK)
ocurre a nivel periférico (Herbert y Saper, 1990; Takaki ef a/, 1990; Li y Rowland,
1995; Trifunovic y Reilly, 2001). También se ha demostrado que las lesiones del PBI
(incluido el PBle) atenta la anorexia inducida por DFEN y elimina la expresion ¢-fos
inducida por ella en el CeA (Li ef al, 1994), mientras que la administracién periférica
de CCK aumenta la expresion ofos en el PBI (incluido el PBle) y en el CeA (Liy
Rowland, 1994, 1995; Mayne e al, 1998; Wang et al., 1998), un efecto que es
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suprimido mediante Vagotomias (Li y Rowland, 1995). Finalmente, mientras que
lesiones del PB Dorsal y del PB Medial incrementan las propiedades anoréxicas de la
CCK (Takaki e7 al, 1990; Trifunovic y Reilly, 2001), las lesiones del PBI (incluido el

PBle) bloquean completamente dicha anorexia (Trifunovic y Reilly, 2001).

El hecho de que las lesiones del PBle, llevadas a cabo en el Experimento 7,
atenuen la acciéon anoréxica de la Naloxona destaca la participacion de las estructuras
centrales, aunque con los datos de la presente investigacion no se puede excluir la

posibilidad de que su accién haya podido ocurrir a nivel periférico.

De acuerdo con todos estos planteamientos, se podria proponer que el eje
neuroanatomico Vagal-PBle-Cel. podria serfa el sustrato neural responsable de los
procesos nutritivos a Corto Plazo mediados por el Sistema Opiaceo. El efecto
hiperfagico mostrado por los animales con lesiones en sus distintos componentes
(PBle o CeL) es bloqueado por la administracion subcutanea de Naloxona
(Experimento 7), presumiblemente a través de una disminucién en las propiedades
hedénicas y/o post-ingestivas de dicha sustancia apetitiva. La potencia anoréxica
inducida por la Naloxona ocurriria a través del bloqueo de los receptores opidceos
presentes en los circuitos neurales que procesan las sefiales orosensoriales y/o

postingestivas (Glass e a/., 2001).

En resumen, se podria sugerir que el Nervio Vago, a través de proyecciones
inhibitorias y del Sistema Opiaceo, actuaria sobre el PBle, y éste a su vez, mediante
una via inhibitoria, sobre el CeL. De esta manera, los reforzadores naturales (por
ejemplo, la comida o la conducta sexual) y las drogas de abuso, al inhibir al PBle,
inducirfa un incremento en la activaciéon del Cel. (bloqueo del control inhibitorio).
Por el contrario, los antagonistas opiaceos como la Naloxona disminuirfan la accién
inhibitoria opiacea del Nervio Vago sobre el PBle, interrumpiendo la inhibicion
opiacea de dicha estructura pontina y la consiguiente modificacién de las funciones

del CeL.

Para finalizar, los resultados del Capitulo IV muestran que los antagonistas
opiaceos (Naloxona), aunque disminuye la ingesta de sustancias apetitivas, también
parece interrumpir el proceso de adquisicion Implicita del procedimiento de la
modalidad Concurrente del AAvG (a Corto Plazo) (Experimento 8), sin afectar a la

retencion/expresion de dicho aprendizaje una vez adquirido (Expetrimento 9) ni
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tampoco a la adquisicion Explicita del aprendizaje en la modalidad Secuencial (a

Largo Plazo) (Experimento 10).

Estos resultados sugieren que los antagonistas opiaceos podrian haber bloqueado
el procesamiento de la informacién del eje neuroanatéomico Vagal-PBle-CeA que,
como ya se ha comentado, es el sustrato neural esencial en estos procesos
adquisitivos (Rabin e a/, 1985; Arnedo y Puerto, 1986; Arnedo ez al., 1989, 1990,
1991; Arnedo ez al., 1993; Bechara ez al., 1993; Sakai y Yamamoto, 1998; Mediavilla ef
al., 2000; Reilly y Trifunovic, 2000a, b, 2001; Zafra et al., 2002; Capitulo I y II) y
nutritivos (Treit y Spetch, 1986; Takaki e al, 1990; Bernard ez al., 1993; Suemort 7 al.,
1994; Chavez et al., 1997; Phillips y Powley, 1998; Kelly ¢z al., 1999; Baird ef al., 2001a,
b; Bourgeais ef al., 2001; Zafra ez al., 2003, 2004, 2005; Capitulo III) a Corto Plazo,

esto es, de indole rapida.

Esta interpretacion es compatible con los resultados obtenidos en estudios que
demuestran que la administracion de Naloxona reduce la activacion caracteristica del
PBle después de la inyecciéon de productos nocivos que generan inmunodepresion
(Buller ez al, 2005). Esto es, el antagonismo opiiceo podria ejercer una accion
inhibitoria sobre el eje Vagal-PBle, y concretamente sobre aquellos procesos
comportamentales en los que su participacion sea decisiva (Arnedo y Puerto, 1986;
Arnedo ¢ al, 1990; 1991; Arnedo et al., 1993; Mediavilla e# a/., 2000; Simén et al.,
2007).

Teniendo en cuanta las conexiones inhibitorias existentes entre el PBle y el CeA
(Saper y Lowey, 1980; Cechetto, 1987; Moga e al., 1990; Yamamoto ef al, 1992;
Bernard et al,, 1993; Jia et al., 1994; Suemoti et al., 1994), esta alteracion de la actividad
parabraquial puede afectar al complejo amigdalino y a los procesos en los que éste

esta implicado como, por ejemplo, el AAvG Concurrente (Experimento 2).

Por otra parte, conviene destacar que si bien los animales del Experimento 8
tratados con Naloxona no logran desarrollar el AAvG Concurrente habitual, sin
embargo, en la Prueba de Inversion (Mediavilla ez a/., 2001), utilizada para comprobar
la modalidad adquisitiva utilizada por los animales (Implicita o Explicita), se observa
que los animales tratados con Naloxona durante 7 dfas realizan correctamente la
tarea discriminativa, esto es, habrian aprendido de manera Secuencial, esto es, de
manera flexible/explicita (Mediavilla ez a4/, 2001). No ocurre lo mismo con los
animales controles, incapaces de superar dicha Prueba de Inversién, que habria sido
aprendida de manera Concurrente (Implicita). En otras palabras, la administracion de
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Naloxona habrfa modificado las estrategias adquisitivas de estos animales utilizando
ahora procedimientos Explicitos en tareas Concurrentes de AAvG que serfan

resueltas habitualmente de manera Implicita.

Sin embargo, una vez que se ha producido la adquisicion del AAvG Concurrente,
otros centros cerebrales y sistemas neuroquimicos diferentes pueden ser los
responsables de la retencion/expresién de dicha adquisicién, ya que ahora la

administraciéon de Naloxona no interrumpe la memoria establecida (Experimento 9).

En efecto, parece bien establecido que los sistemas implicados en el aprendizaje
no siempre coinciden necesariamente con los circuitos neurales responsables del
aprendizaje y la memoria (Lalonde y Botez, 1990; Lavond e# al, 1993; Bloedel y
Bracha, 1995). Utilizando el AAvG Concurrente se ha demostrado, por ejemplo, que
los nicleos profundos del Cerebelo son esenciales en los procesos adquisitivos pero
no en la retencion de los mismos (Mediavilla e a/, 2000). Resultados similares se han
obtenido utilizando otros modelos de aprendizaje tales como el Condicionamiento
de Evitacion Pasiva (Guillaumin e 4/, 1991), el Condicionamiento Clasico Parpebral
en animales (Bracha ez a/., 1998; Chen y Steinmetz, 2000) y en humanos (Bracha ez a/,
1997), el Condicionamiento Operante del Movimiento del Antebrazo (Milak e 4/,
1997), la Habituacién a Largo Plazo de la Respuesta de Orientacion (Leaton y Suple,
1991) y el Condicionamiento del Reflejo de Retirada (Marchetti-Gauthier ez a/, 1990).
Esta disociacion anatémica no parece ser exclusiva del Cerebelo y asi lesiones en el
Nucleo Pedianculopontino impide el aprendizaje de tareas de Evitacién sin afectar a
su retencién o su memoria (Fujimoto e al, 1990); igualmente, la Amigdala parece
esencial en la adquisicién, pero puede no serlo en la retenciéon del Miedo

Condicionado (Lavond ez al., 1993).

Por otra parte, los datos obtenidos en el ultimo estudio de esta serie experimental
(Experimento 10) demuestran que el Sistema Opidceo no estarfa implicado en los
procesos adquisitivos del AAvG Secuencial (a Largo Plazo/Explicita), ya que la

administracién de Naloxona no afecta a esta modalidad de aprendizaje.

Estos datos apoyan, sin embargo, la disociacién propuesta anteriormente en
relacién con las dos modalidades de AAvG, Concurrente y Secuencial, y en el sentido
de que se sustentan sobre sistemas neurales y funcionales diferentes (Arnedo ez a/,
1990, 1991; Gallo ef al, 1992; Garcia, 1990; Agtero ef al., 1993a, b; Agiiero et al.,
1997; Mediavilla ez al., 1998, 1999, 2001, 2005). Ahora se demuestra también utilizan
sistemas neuroquimicos distintos (Capitulo IV) y que los Opiaceo son relevantes sélo
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en la modalidad Concurrente (Implicita) sin que se conozca por el momento el

neurotransmisor implicado en la modalidad Secuencial (Explicita).

En el estudio de Buller y colaboradores (2005), mencionado anteriormente, se
demuestra que la activacion de estructuras cerebrales tales como el PBle y el AP (tras
la administracién de sustancias que inducen inmunodepresion, Interleucina-1) queda
modificada diferencialmente tras la administracion de Naloxona (Buller ¢# a/, 2005).
Mientras que el subnucleo PBle disminuye su actividad (en comparaciéon con la
administracién unica del producto nocivo), el AP, por el contrario, aumenta su
activacion (Buller e 4/, 2005). Estos datos sugieren que la Naloxona podria impedir
la adquisiciéon del AAvG Concurrente al inhibir la actividad del PBle ante estimulos
nocivos, un subnuicleo que se sabe que esta implicado en esta modalidad adquisitiva
(Mediavilla ez al., 2000; Simoén ef al., 2007). Por su parte, los antagonistas opiaceos
podrian facilitar la adquisicion del AAvG Secuencial al aumentar la actividad del AP,
una estructura que esta implicada en el AAvG Secuencial (Ladowsky y Ossenkopp,
1986; Gallo ez al., 1988, 1990, 1991; Bernstein e al, 1992; Yamamoto ef al., 1992).
Esta interpretaciéon parece compatible con los resultados obtenidos en el
Experimento 10 en el cual se observa que los animales a los que se les administra
Naloxona discriminan entre los dos sabores utilizados en la tarea de AAvVG
Secuencial ya desde la primera (también en la segunda) asociaciéon viscero-gusto-
olfatoria, algo que no ocurre en los animales que so6lo recibieron la administracién del

Vehiculo.

La relevancia del Sistema Opidceo en el aprendizaje y la memoria esta bien
establecida, si bien no esta exenta de controversia. Asi, existen estudios que abogan
por la idea de que el Sistema Opiaceo esta implicado tanto en la adquisicién como en
la expresion de las preferencias por la dieta (Shide y Blass, 1991; Levine ef al., 2002),
mientras que otras investigaciones no lo relacionan ni con la adquisiciéon ni con la
expresion de la preferencia (Yu et al, 1999; Azzara et al., 2000; Frisina y Sclafani,
2002; Baker ez al, 2004) y, en fin, un tercer grupo de autores implica al Sistema
Opiaceo solo en la expresion pero no en la adquisicién de preferencias hacia un lugar

inducidas por Sacarosa (Delameter ef al., 2000).

Los resultados del Capitulo IV aportan nuevos datos sobre esta controversia,
sugiriendo que son las diferencias procedimentales de los experimentos (Concurrente
vs. Secuencial) las que habrian puesto en funcién mecanismos estructurales y

neuroquimicos diferentes (Garcia e al, 1985; Kiefer, 1985; Arnedo ez al, 1990, 1991;
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Chambers, 1990; Gallo ¢7 al., 1992; Garcia, 1990; Agtiero e7 al., 1993a, b; Agtiero ef al.,
1997; Mediavilla ez al., 1998, 1999, 2000, 2001, 2005).

De acuerdo con este planteamiento, los estudios que no consiguen interrumpir
los procesos adquisitivos reforzantes con antagonistas opiaceos siempre utilizan
procedimientos Secuenciales (Yu e al, 1999; Azzara et al, 2000; Delameter ez al.,
2000; Frisina y Sclafani, 2002; Baker ez al, 2004). Sin embargo, si lo logran los
estudios en los que los antagonismos opiaceos bloquean las preferencias olfatorias
inducidas por la administracién intraoral (1.0.) de sustancias nutritivas rapidamente
detectables (Shide y Blass, 1991), una caracteristica distintiva de la modalidad
Concurrente del AAvG (Garcia e al., 1985; Kiefer, 1985; Chambers, 1990; Garcia,
1990; Mediavilla ez al., 2001, 2005), y asi ocurre en los experimentos llevados a cabo
en este laboratorio con la deteccion del NaCl administrado intragastricamente
(Arnedo et al, 1990, 1991; Arnedo ef al., 1993; Madiavilla ¢z al., 2000, 2001, 2005;
Capitulo I) o con la Estimulacién Eléctrica Intracerebral (Simén e a/., 2007; Capitulo

10).

Por otra parte, diversos experimentos han demostrado que el bloqueo opiaceo
puede inhibir la expresion de la preferencia por un lugar asociado tanto con Sacarosa
(Delameter ez al., 2000) como por Morfina (Mucha ez al., 1982; Del Pozo et al., 1996;
Shippemberg y Elmer, 1998; Manzanedo et al, 2001b). Las diferencias en las
caracterfsticas del procedimiento adquisitivo utilizado en ambas series de
experimentos pueden ser importantes. Asi, en la prueba de eleccion con
procedimientos experimentales de Condicionamiento de Preferencia hacia un Lugar
(CPL) los reforzadores ya no estan presentes, mientras que la accion aversiva per se de
la Naloxona a dosis iguales o mayores de 2 mg/kg. (Brady y Holtzman, 1981; Mucha
et al., 1982; Mucha ez al., 1985; Kelsey ez al., 1984; Rodgers ef al., 1984; Schulteis e/ al.,
1994) hace que los animales, aunque mantengan un lugar preferido, no accedan a ¢l

porque se sienten mal y no porque no recuerden lo aprendido.

Sin embargo, en el procedimiento de AAvG Concurrente utilizado en el Capitulo
IV, si bien el animal puede sentir malestar por la administraciéon de Naloxona, el
reforzador, tanto positivo (tiene sed) como negativo (puede evitar la consecuencia

visceral aversiva) esta presente y, de esta manera, necesita expresar lo aprendido.

El hecho de que se produzca un efecto diferencial en la accién de la Naloxona
tanto sobre la adquisicién de las distintas modalidades del AAvG (Concurrente y

Secuencial) como entre la adquisicién y retencién/expresion de lo aprendido, excluye
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la posibilidad de que el bloqueo de la adquisicion de la modalidad Concurrente sea
debido a los efectos aversivos (inespecificos) de la Naloxona con dosis iguales o
supetiores a 2 mg/Kg. (Brady y Holtzman, 1981; Mucha e @/, 1982; Mucha e
al.,1985; Kelsey ez al., 1984; Rodgers et al., 1984; Schulteis ez al., 1994). En ese caso,
los animales (con Naloxona) tampoco deberfan haber desarrollado el aprendizaje
dentro de la modalidad Secuencial (Explicita) ni expresatian retencién/expresion del

AAvG Concurrente (Implicita).

Conjuntamente, todos estos datos sugieren que el efecto antagonista opiaceo de
la Naloxona sobre las preferencias espaciales inducidas por la Estimulaciéon Eléctrica
del PBle (Simén ef al, 2007, Experimento 4) o su reducciéon anoréxica tras las
lesiones del PBle (Experimento 7), ademas del bloqueo de la adquisicion del AAvG
Concurrente, podria suponer una accion sobre el PBle, uno de los nucleos
responsables de dicho proceso adquisitivo (Mediavilla ez a/., 2000; Simén ef al., 2007).
La Naloxona ha podido modificar la actividad del PBle bloqueando el control
inhibitorio opiaceo periférico al que esta sometido por el Nervio Vago (hiper-
excitabilidad), reduciendo asi su activacion tras la inyecciéon de un producto nocivo
(por ejemplo, NaCl hipertonico) (Buller e# al., 2005) y consecuentemente alterando
los proceso adquisitivo mediados por este subnicleo, el AAvG Concurrente.
Asimismo y teniendo en cuenta las conexiones que mantiene el PBle con el CeA
(Saper y Lowey, 1980; Cechetto, 1987; Moga ef al, 1990; Yamamoto et al., 1992;
Bernard ef al., 1993; Jia et al, 1994; Suemorti et al., 1994), esta modificacién de la
actividad del PBle ha debido alterar el funcionamiento del CeA y los procesos
adquisitivos mediados por este subnucleo, esto es, el AAvG Concurrente

(Experimento 2).

Por otra parte, el eje neuroanatomico Vagal-PBle-CeA ha sido implicado en los
procesos nutritivo a Corto Plazo (Zafra e al., 2003, 2004, 2005 y Capitulo III) y asf la
anorexia del la Naloxona (Lynch y Libby, 1983; Kirkham y Cooper, 1988a, b; Cleary
et al., 1996; Giraudo ez al., 1998; Yu ez al., 1999) podria desencadenar un efecto hiper-
excitador en el PBle, con la consiguiente alteracién de los procesos nutritivos
mediados por este subnucleo pontino y, por ende, en su estructura diana (Cel)
(Bernard ez al., 1993), modificando los procesos de Saciacién a Corto Plazo (Capitulo

111).

Resumiendo, los datos de la presente Tesis Doctoral abogan por la idea de que

eje neuroanatéomico Vago-PBle-CeA estarfa implicado tanto en los procesos
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adquisitivos aversivos y reforzantes (AAvG y CPL, respectivamente) como nutritivos

a Corto Plazo, procesos mediados a través del Sistema Opiaceo.
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CONCLUSIONES

1.- Las lesiones del subnucleo Central de la Amigdala (CeA), un area de proyeccion
visceral, interrumpe la adquisicién del Aprendizaje Aversivo Gustativo (AAvG) en su
modalidad Concurrente, pero sélo en el caso de que se acompafien de Bulbectomias

Olfatorias.

2.- La Estimulaciéon Eléctrica del CeA induce comportamientos consistentes de
preferencia en pruebas de Condicionamiento Concurrente hacia un Lugar que, a
diferencia del efecto reforzante parabraquial, no se ven afectados por la

administracién de Naloxona.

3.- Las lesiones del subnucleo Parabraquial ILateral Externo (PBle) generan
comportamientos hiperfagicos, con comida liquida o solida ofrecida a Corto Plazo

(60 y 90 min. respectivamente), pero no después de intervalos de 24 horas.

4.- Las lesiones del PBle distorsionan el mecanismo compensatorio de re-ingesta que
se produce inmediatamente después de la extraccién intragastrica parcial de

alimentos previamente ingeridos.

5.- Lesiones del Area Parabraquial Lateral (PBI), o mas especificamente del PBle, y
del Subntucleo Central Lateral de la Amigdala (Cel), generan comportamientos

hiperfagicos de sustancias apetitivas como la Sacarosa.

6.- Las lesiones del PBle atentan significativamente el efecto anoréxico de la

Naloxona sobre el consumo de sustancias nutritivas apetitivas.

7.- A diferencia de los animales no tratados farmacolégicamente, la administracién de
Naloxona modifica las estrategias adquisitivas de los animales que pasan a utilizar
utilizando procedimientos Explicitos en tareas Concurrentes de AAvG que los

animales de control resuelven de manera Implicita.

8.- En contraste, la administracion de Naloxona no impide el proceso de retencion
del AAvG Concurrente (Implicito) ni la adquisicion de la modalidad Secuencial del

AAvG (Explicita), sino que incluso la facilita.
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