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“Estar preparado es importante, saber esperar lo es aun mads,

pero aprovechar el momento adecuado es la clave de la vida ™.

Arthur Schnitzler (1862-1931)
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RESUMEN

El objetivo principal de la investigacion descrita en esta Tesis Doctoral ha
consistido en el andlisis funcional y farmacoldgico de los efectos comportamentales
inducidos por la estimulacion eléctrica intracerebral del eje Parabraquial — Insular, en
distintos modelos de aprendizaje. Los resultados obtenidos demuestran que la estimulacion
eléctrica del Nucleo Parabraquial Lateral Externo (NPBle) induce comportamientos de
preferencia en pruebas de condicionamiento por un lugar, aunque simultaneamente origina
tres poblaciones de animales: ‘“Positivos” (Reforzantes), “Negativos” (aversivos) y
“Neutros” (indiferentes). Este refuerzo es bloqueado a través de la administracion de
antagonistas opiaceos, como la Naloxona, siempre que las pruebas se realicen en un
contexto nuevo, pero no cuando se administra en el mismo laberinto en el que se
desarrollaron las preferencias. El refuerzo o la aversion inducidas por la activacion eléctrica
del NPBIe en tareas de discriminacion gustativa, es dependiente de la utilizacion de pruebas
en contigiiidad inter-estimular, pero no cuando se lleva a cabo en tareas demoradas. Este
aprendizaje adquirido no es retenido ni transferido a otras pruebas en las que se hayan
introducido modificaciones estimulares (pruebas de inversion). La activacion eléctrica del

NPBIe no parece sustentar conductas de autoestimulacion eléctrica intracerebral.

En pruebas de condicionamiento por un lugar, la activacion eléctrica de la Corteza
Insular Agranular Posterior origina conductas consistentes en grupos diferentes de
animales, que pueden ser de preferencia, aversion o evitacion y neutra o indiferente. Esta
activacion de la Corteza Insular (CI) no evoca conductas de autoestimulacion eléctrica
intracerebral. El efecto reforzante puede ser bloqueado mediante la administraciéon de
Naloxona, siempre que se utilice un contexto nuevo, pero no si este antagonista opiaceo es
administrado en el mismo laberinto donde se llevd a cabo el aprendizaje. La activacion
eléctrica de la CI genera preferencias gustativas en tareas de discriminacion sin demora
inter-estimular, un aprendizaje que los animales no logran transferir a situaciones
estimulares nuevas (pruebas de inversion). Por otra parte, la estimulacion repetida de esta
region origina una reduccion en el efecto reforzante de la activacion cortical, que va

acompafiado de un incremento en la actividad locomotora vertical (respuesta de alzada/



“rearings”) de los animales. En estas condiciones, la administracion de naloxona a los
animales expuestos a la estimulacion repetida de la CI, provoca una evitaciéon o aversion
por el lugar del laberinto que previamente habia sido preferido. Por ultimo, la activacion
diaria de la CI Agranular Posterior provoca un descenso progresivo en el efecto reforzante
de la estimulacion, reduccion que no se produce en el caso de la activacion cortical en dias
alternos. Sin embargo, esta reduccion en el efecto reforzante de la estimulacion es
reversible puesto que tras el incremento en la intensidad de la corriente eléctrica

administrada, los animales vuelven a mostrar sus preferencias por el lugar estimulado.
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INTRODUCCION TEORICA

INTRODUCCION.

Todos los organismos estdn dotados de los necesarios mecanismos de adaptacion
para asegurar su supervivencia y la de la especie. En el medio natural resulta habitual que
los individuos deban tomar decisiones que requieran la integracion entre los cambios
provocados en su medio interno (restablecimiento y mantenimiento de la homeostasis) y los
de su entorno. En este contexto la capacidad de aprendizaje a partir de la experiencia previa
resulta crucial para la supervivencia, es decir, se trataria de repetir aquellos
comportamientos que tienen consecuencias positivas y entre ellos los relacionados con la
busqueda de alimento, agua o pareja, por ejemplo, y eliminar, por el contrario, aquellas
conductas que puedan resultar, a saber la exposicion a depredadores, a los extremos de frio
o calor, etc. (Elliot et al., 2000; Kelley, 2004).

Asi algunos tedricos del aprendizaje como Thorndike o Skinner, han propuesto que
la adquisicion de un deteminado comportamiento es dependiente de sus consecuencias, es
decir, toda conducta recompensada es preferentemente aprendida e incluida en el repertorio
conductual del organismo. En esta linea, aquellos estimulos o eventos que potencian la
aparicion de estas respuestas, con las cuales son contingentes, son considerados reforzantes
o reforzadores mientras que los que dificultan esa conducta son considerados aversivos
(White y Milner, 1992; Schultz, 1997). Desde este punto de vista, las propiedades
motivacionales de un estimulo (E) (refuerzo o aversion) describen el impacto que dicho
estimulo ejerce sobre la conducta, generando respuestas de aproximacion (en el caso de los
estimulos reforzantes) o evitacion (estimulos aversivos) ante determinadas situaciones
(Nader et al., 1997). Por otra parte, atendiendo al efecto reforzante del estimulo, se podrian
diferenciar entre dos tipos de reforzadores: Reforzadores Primarios, que serian aquellos que
estan relacionados con las necesidades basicas del organismo, y Reforzadores Secundarios
que podrian definirse como aquellos estimulos inicialmente neutros que adquieren
propiedades reforzantes por su asociacion repetida con un reforzador primario (White y
Milner, 1992; Schultz, 1997; Robbins y Everitt, 1999).
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Esta aproximacion tedrica, ademds de excluir totalmente cualquier connotacion
motivacional en la definicion de reforzador positivo, no explica cuales son las variables
intervinientes en el cambio conductual. Este hecho foment6 la aparicion de nuevos enfoques
que postulaban que un estimulo es un reforzador positivo si evoca placer o afecto positivo
en el organismo, y ademas se produce un aprendizaje por relacion entre los estimulos y sus
consecuencias, y no solo por una relaciéon contingente entre ambos. En este sentido, se
considera que el valor reforzante asociado a un estimulo no es una propiedad intrinseca y
estatica del estimulo, sino que puede variar en funciéon de las necesidades internas del
organismo, bien sea en ese momento o dependiendo de la experiencia previa con dicho
estimulo (Schultz et al., 1997). Asi, un mismo alimento puede resultar un estimulo neutro
para un individuo con sus necesidades energéticas cubiertas, mientras que en el caso de que
exista un déficits en las reservas de energia (con la consiguiente sensacion de hambre), este
hecho motivara la bisqueda e ingesta del alimento que ahora actuard como un reforzador
positivo. Por el contrario, cuando el consumo de un alimento va asociado, por ejemplo, a
malestar gastrointestinal, se suele desarrollar un estado de aversion que en el futuro
provocara la evitacion de dicho alimento, y que, de este modo, actuard como un reforzador
negativo (Toates, 2001). Siguiendo estos planteamientos, el concepto de refuerzo fue
entendido inicialmente en términos de reduccion de “drive” o impulso, considerando como
reforzador todo estimulo que reduce un estado de necesidad o desequilibrio del organismo
(Toates, 1989; Molina y Puerto, 1990; White y Milner, 1992) e incluyendo que éste dara
lugar a un fortalecimiento de los habitos Estimulo-Respuesta precedentes o un aumento de

la probabilidad de ocurrencia de la respuesta operante asociada.

Existen situaciones en las que la mera presencia del reforzador o la activacion de su
representacion neural puede desencadenar las respuestas propias de un estimulo reforzante.
Asi, la presencia de una comida apetitosa puede facilitar el inicio y el mantenimiento de su
ingesta a pesar de tener las necesidades nutricionales cubiertas (Le Magnen et al., 1980; Le
Magnen, 1992). Esto ha conducido a nuevas propuestas sobre el concepto de recompensa
mas alla de un simple reforzador de habitos, introduciendo conceptos teoricos como el de
incentivo heddénico que ahora incorpora representaciones mentales del mundo externo que
elicitan motivacion y planes de accidon dirigidos hacia la consecucion de una determinada
meta (Bindra, 1974; Molina y Puerto, 1990; White y Milner, 1992; Kelley y Berridge,
2002). En este sentido, algunos autores, consideran que los reforzadores actuarian

especificando la meta hacia la que se dirige la conducta, mientras que los sistemas
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motivacionales seria los intermediarios entre los sistemas sensoriales que perciben los

estimulos y los sistemas efectores encargados de la ejecucion de la respuesta (Rolls, 2000).

En cuanto a las reacciones conductuales que inducen los reforzadores, se han
observado dos tipos de respuestas: inicialmente una conducta preparatoria de aproximacion
o busqueda del estimulo, que se caracteriza por una alta flexibilidad (por ejemplo atravesar
un laberinto para conseguir comida), y posteriormente la conducta consumatoria, que es
refleja y estereotipada, y se lleva a cabo en presencia de un reforzador concreto (por
ejemplo, la ingesta de un determinado alimento) (Toates, 1989; Nader et al., 1997; Schultz,
1997; Robbins y Everitt, 1996; 1999).

Mediante este enfoque se considera que el efecto que un estimulo reforzador ejerce
sobre de la motivacion puede medirse mediante distintas pruebas objetivas como respuestas
consumatorias, presion de pedal, preferencia espacial, preferencia gustativa... (Liebman,
1989). Uno de los primeros descubrimientos neurobioldgicos en este sentido fue el

fenémeno de autoestimulacion eléctrica intracerebral (Olds y Milner, 1954).
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1. LOS MECANISMOS DE LA RECOMPENSA
CEREBRAL.

1.1. RECOMPENSA Y AUTOESTIMULACION ELECTRICA
INTRACEREBRAL.

El fenomeno de Autoestimulacion Eléctrica Intracerebral fue descrito por primera
vez por Olds y Milner (1954). Esta conducta fue observada inicialmente en roedores,
aunque posteriores investigaciones han puesto de manifiesto la presencia de dicho
fendémeno en una amplia variedad de especies, desde los peces hasta el hombre (Phillips y
Fibiger, 1989).

Una de las primeras observaciones que describieron Olds y Milner fue que los
animales empleados en su estudio volvian al lugar donde habian recibido estimulacion
eléctrica. Posteriormente pudieron comprobar que los animales, podian llevar a cabo una
respuesta instrumental (presionar una palanca) que les permitiera auto-administrarse pulsos
eléctricos en determinadas zonas del cerebro, de ahi que el fendomeno fue conocido como
“Autoestimulacion Eléctrica Intracerebral” (ver Figura 1). Este descubrimiento implicaba la

existencia de un sistema neural especializado, cuya activacion producia unos efectos

comportamentales comparables a los observados con
otros reforzadores naturales como puede ser la
conducta de animales privados ante la presencia de
alimento (Yeomans, 1990; Wise, 2005).

Figura 1. Fotografia de una rata Wistar presionando la palanca

de una caja de autoestimulacion eléctrica intracerebral (AEIC).
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A partir de este descubrimiento, uno de los principales objetivos de las
investigaciones posteriores ha consistido en intentar determinar el significado asi como la
neuroquimica y los circuitos neuroanatdmicos implicados en la conducta de
autoestimulacion, ya que se suponia que estos sistemas también podrian mediar el efecto
refozante inducido por estimulos naturales como la comida, el sexo, el agua o incluso de
otros reforzadores artificiales, como las drogas de abuso (Wise y Rompre, 1989; Wise,
1996; Nader et al., 1997; Wise, 2002; Kelley y Berridge, 2002; Kelley, 2004).

1.1.1. CARACTERISTICAS DE LA AUTOESTIMULACION ELECTRICA
INTRACEREBRAL.

La Autoestimulacion Eléctrica Intracerebral constituye un modelo comportamental
que posee una serie de caracteristicas propias. Destaca entre ellas, la rapidez del proceso de
adquisicion de la conducta y el alto indice de la conducta instrumental que los sujetos
pueden desarrollar para conseguir la estimulacion, llegando a presionar la palanca/ pedal
durante largos periodos de tiempo hasta terminar exhaustos, e ignorando otras actividades
motivacionales. Ademads, este proceso se lleva a cabo habitualmente, sin necesidad de
privacion. Esto sugiere que la estimulacion directa de determinadas zonas cerebrales es

poderosamente reforzante, asi como que no se ve afectada por la saciedad (Deutsch y
Deutsch, 1973; Bozarth, 1994).

No obstante, la AEIC no parece ser un fenomeno unitario, con unas caracteristicas
fijas independientes de la zona estimulada, sino que el patréon de adquisicion, la tasa de la
respuesta operante asi como las conductas asociadas no son iguales en todas las areas
estimuladas. Cada zona posee unas caracteristicas, por ejemplo la estimulacion eléctrica del
Area Septal o del Hipotdlamo Lateral, se caracteriza por el mismo patron de adquisicion y
de respuesta descrito anteriormente (Olds y Milner, 1954), mientras que la estimulacion de
otras areas cerebrales requiere horas de entrenamiento para finalmente conseguir una tasa de
respuesta de alrededor de 10 presiones de la palanca por minuto (similar a lo observado
cuando se emplean reforzadores naturales en lugar de estimulacion intracerebral) (Trowill et
al.,1969).

Por otra parte, se observa una gran labilidad en esta conducta, ya que se produce una

rapida extincion de la respuesta cuando la estimulacion deja de ser administrada durante un
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breve periodo de tiempo. Es decir, no se observa el patron conductual tipico de la extincion
de los reforzadores naturales, caracterizado por un aumento inicial en la respuesta para

después producirse un descenso progresivo en la ejecucion de la conducta.

Asimismo, en AEIC no se produce una recuperacion espontinea de la conducta
cuando el animal con experiencia previa, es introducido de nuevo en la jaula de
autoestimulacion para un nuevo ensayo. Dicha respuesta solo se recupera si el investigador
incita la respuesta y le proporciona algunas estimulaciones antes de cualquier respuesta, en
cuyo caso el animal comienza a autoestimularse inmediatamente a un ritmo elevado. Por
todo ello, el empleo de programas de refuerzo intermitente o el uso de intervalos muy largos

entre ensayos, deteriora la ejecucion de la conducta (Deutsch y Deutsch, 1973).

Esta ultima caracteristica ha originado un amplio debate y muchos investigadores
han sugerido que la AEIC no sélo favorece el aprendizaje fortaleciendo o reforzando las
conexiones entre un estimulo y sus consecuencias sino que también proporciona la
motivacion o el impulso para emitir la conducta de nuevo, lo cual contribuye a que los
expertos en Autoestimulacion Intracerebral prefieran hablar en términos de recompensa en

lugar de utilizar el concepto de refuerzo (Deutsch y Deutsch, 1973; Wise, 1989).

1.1.2. CONSIDERACIONES TEORICAS.

De acuerdo con las peculiaridades de la AEIC, se han generado distintas
interpretaciones teoricas. Entre ellas, Trowill y Panksepp (1969) sugieren que las
caracteristicas de la AEIC son semejantes a las de otros reforzadores (como los reforzadores
naturales), siempre y cuando las condiciones para su estudio en ambos casos sean
semejantes. Asi, al igual que los animales saciados son capaces de actuar o emitir una
conducta entrenada para conseguir una recompensa natural muy apetitosa (como puede ser
leche con chocolate), en la autoestimulacion los animales mantienen la conducta no porque
estén en un estado de déficit sino porque el valor incentivo del refuerzo es muy alto (Teoria
de Incentivo) (Trowill et al., 1969).

La teoria homeostatica de Deutsch propone por su parte, la existencia de dos
sustratos neurobioldgicos diferentes, uno implicado en el proceso de refuerzo o recompensa

y otro con el estado de déficit o “drive”/ impulso, considerando que el fendémeno de
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autoestimulacioén es debido a la activacién simultanea de ambos. Es decir, mediante la
estimulacion eléctrica intracerebral se estaria provocando un continuo estado de déficit y
recompensa, lo que hace que se mantenga la conducta de autoestimulacion de forma
repetida y vigorosa (Deutsch, 1964; Deutsch y Deutsch, 1973; Hawkins et al., 1983;
Yeomans, 1990).

Otras interpretaciones sugieren que la AEIC reflejaria un comportamiento de
evitacion activa en el cual el sujeto se autoestimula para evitar el estado negativo que tiene

lugar cuando ha cesado el estimulo anterior (Teoria hedonista-adictiva de Ball).

Finalmente, la teoria hedonista de Olds, sugiere que existen dos sistemas neurales,
uno encargado de evocar sensaciones placenteras y otro aversivas (Deutsch y Deutsch,
1973). Con respecto al sistema aversivo, fueron J.M. Rodriguez Delgado y asociados los
primeros en demostrar que la estimulacion eléctrica de determinadas regiones cerebrales
podia producir efectos aversivos con sus correspondientes respuestas de escape o defensivas
(Delgado et al., 1954; Anderson et al., 1995; Brandao et al., 1999; Diotte et al., 2000; Rada
y Hoebel, 2001). De hecho, la estimulacion eléctrica del Hipotdlamo, por ejemplo, puede
tener efectos reforzantes o aversivos segun la localizacion anatomica del electrodo, de
manera que el efecto reforzante que sustenta las conductas de autoestimulacion se localiza
en posiciones laterales, mientras que los signos de aversion y el incremento en las
respuestas de escape se produce tras la estimulacion de las zonas mediales (Hoebel, 1976;
Branddo et al., 1999). También se han identificado estructuras relacionadas con el
procesamiento emocional aversivo o con las respuestas del organismo ante estimulos
dolorosos 0 amenazantes en otras areas cerebrales como por ejemplo, la Amigdala (Bures et
al., 1998; Wall y Melzack, 1998).

Actualmente las pruebas disponibles han demostrado la existencia de coincidencias
anatomicas en distintos nucleos cerebrales relacionados con el procesamiento de la
informacion aversiva y reforzante (Hoebel, 1976; Diotte et al., 2000) asi como zonas cuya
estimulacion provoca efectos ambivalentes (Anderson et al., 1995; Diotte et al., 2000).
Estos resultados junto con otras investigaciones parecen sugerir la existencia de
interacciones entre los sistemas reforzantes y aversivos (Hoebel, 1976; Salamone, 1994;
Brandao et al., 1999; Robbins y Everitt, 1999; O'Doherty et al., 2001).
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Es probable que la AEIC pueda consistir en la activacion del sistema de recompensa
endogeno que subyace a los reforzadores naturales como la comida, el agua, sexo (Wise y
Rompre, 1989; Wise, 1996) e incluso, como indican las mas recientes investigaciones, al
sustrato que subyace a la accion de algunas drogas de abuso (Wise, 1996, 2002; Kelley y
Berridge, 2002).

Numerosas investigaciones apoyan este Ultimo planteamiento. En primer lugar, la
estimulacion cerebral a través de los mismos electrodos que median la autoestimulacion,
origina conductas motivadas naturales como comer, beber, conductas maternales o copula
(Carr, 1996; Toates, 2001). Asimismo, si se provoca un aumento en la motivacion natural,
por ejemplo, mediante la privacion de agua o de comida, se produce un aumento en el ritmo
de autoestimulacion (Hoebel, 1976; Berman et al., 1994; Carr y Papadouka, 1994; Wolinsky
et al., 1994; 1996; Abrahamsen et al., 1995; Bodnar et al., 1995; Carr, 1996, Leventhal y
Bodnar, 1996; Ragnauth et al., 1997; Carr et al., 1998; Carr et al, 1999; Carr y
Kutchukhidze, 2000).

Por su parte, la presentacion de reforzadores naturales (como una comida apetitosa),
la ingesta o la administracion intragéastica de nutrientes influye en la actividad fisiologica de
la via neuronal implicada en el refuerzo inducido por AEIC ya que se observa un descenso
en el umbral de autoestimulacion (Bradshaw y Szabadi, 1989; Carr, 1996). Estos umbrales
también pueden verse afectados por los estados de privacion o saciedad (Hoebel, 1976;
Rolls, 1973; Rolls et al., 1976; Rolls et al, 1979). Concretamente Rolls y colaboradores
descubrieron que, la actividad celular de algunas regiones cerebrales, como el Cortex
Prefrontal o el Hipotdlamo Lateral, se activaban ante la presencia de nutrientes solo si el
animal estaba privado de alimento, pero no en condiciones de saciedad (Rolls, 1973; Rolls
et al., 1976; Rolls et al, 1979; Rolls, 1997), y que estas mismas regiones cerebrales pueden
sustentar la conducta de AEIC (Rolls, 1999).

Finalmente, diversos estudios han demostrado la existencia de coincidencias entre
los circuitos anatomicos relacionados con los reforzadores naturales y muchas de las
estructuras implicadas el refuerzo eléctrico intracerebral (Olds y Forbes, 1981; Wise y
Rompré, 1989; Rolls, 1982; 1994; Robbins y Everitt, 1999). De hecho, algunas
investigaciones que han empleado técnicas lesivas demuestran que la alteracion en el
funcionamiento de las vias implicadas en la AEIC suelen provocar también alteraciones que

repercuten sobre la conducta de los reforzadores naturales (Bradshaw y Szabadi, 1989).
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Por otra parte, un buen numero de estudios farmacologicos han demostrado que
sustancias con un alto potencial adictivo como las anfetaminas, la cocaina o los opiaceos,
entre otras, podrian estar implicadas en la AEIC (Jenk et al., 1987; Carlezon y Wise, 1993)
ya que, al igual que en la nutricion, provocan un incremento en la liberacién de dopamina en
el nicleo Accumbens (Toates, 2001; White, 2002). Todas ellas ademas actuarian facilitando
la AEIC, en contraposicion a los efectos inhibidores provocados por la administracion de

antagonistas dopaminérgicos (Gallistel y Karras, 1984).

Generalmente para la induccidon de Autoestimulacion Eléctrica Intracerebral, se
emplean pulsos rectangulares de corriente negativa con una duracion de 0.1 milisegundos y
una frecuencia que oscila entre 20 y 200 ciclos/segundo (herzios, Hz.). La intensidad se ha
relacionado con el tamafio del campo estimulado y la duracion de los trenes de estimulacion
con el vigor del comportamiento; aunque estos parametros pueden ser modificados
(Yeomans, 1990; Wise, 1996).

Una de la formas comportamentales empleadas para estimar la potencia o eficacia de
la estimulacion para inducir refuerzo, ha consistido en el analisis de los cambios producidos
en la tasa de respuesta, modificando para ello uno de los parametros relacionados con la
corriente empleada, como puede ser la duracion del pulso o del tren de pulsos, la intensidad
o la frecuencia, manteniendo el resto de los pardmetros constantes (Gallistel y Karras, 1984;
Miliaressis et al., 1986; Stellar y Rice, 1989; Wise, 1996b). El resultado obtenido consiste
en una curva de respuesta-frecuencia, respuesta-intensidad o respuesta-duracion con forma
de “S”, en la que se observa que dosis bajas de estimulacién no sustentan conductas de
AEIC, y a medida que aumentan los parametros de estimulacion se observa un incremento
progresivo en la tasa de respuesta hasta que por ultimo, que se produce un valor maximo
asintotico en los niveles de estimulacion, por encima del cual la tasa de respuesta se

mantiene constante (Wise, 1996b).

Estas funciones tasa respuesta-frecuencia; respuesta-intensidad o respuesta-duracion
han resultado muy utiles ya que a través de ellas se puede detectar los efectos que provocan
los cambios en la potencia o eficacia de la estimulacién y como distintas sustancias afectan
a la eficacia o potencia reforzante de la estimulacion. Estos efectos se observan
concretamente a través de un desplazamiento lateral de la curva de respuesta (hacia la
izquierda o derecha); constituyendo asi una medida selectiva del refuerzo inducido por la

estimulacion (ver Figura 2) (Miliaressis et al., 1986; Wise, 1996b). Asi, por ejemplo,
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investigaciones recientes han demostrado que el uso de sustancias de abuso como la
morfina, cocaina o las anfetaminas, desplaza hacia la izquierda la funcion tasa de respuesta-
intensidad (Jenck et al., 1987; Carlezon y Wise, 1993). Por su parte, los cambios observados
en la dimension vertical de esta curva proporcionan informaciéon sobre los cambios en la
capacidad o posiblilidades motoras del sujeto para llevar a cabo la tarea (Miliaressis et al.,
1986; Stellar y Rice, 1989; Wise, 1996b).

Efecto de d-anfetramina

200 - e

Tea,
-
s

100
N
Efecto de
ANTagonistas
dopaminégicos
0 T

Razén Autoestimulacién (presién palanca/5min.)

Intensidad de la corriente (pA)

Figura 2. Representacion grafica de la funcién tasa de respuesta-intensidad de la conducta de
Autoestimulacion Eléctrica Intracerebral. Efectos facilitadores (desplazamiento de la funcién hacia la
izquierda) de la administracién de agentes farmacologicos como la d-anfetamina o la cocaina; y efectos
inhibidores (desplazamiento de la funcién hacia la derecha) de la administracion de farmacos antagonistas

dopaminérgicos como el pimocide o la clorpromacina. Adaptado de Robbins y Everitt, 2002).

1.2. ANATOMIA Y NEUROQUIMICA DEL SISTEMA DE
RECOMPENSA CEREBRAL.

La delimitacion del sustrato neuroanatomico del sistema de recompensa cerebral ha
sido llevada a cabo mediante el uso de la Autoestimulacion Eléctrica Intracerebral y

modelos conductuales como el Condicionamiento de Preferencias Espaciales o la
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Autoadministracion de sustancias, asi como a la combinacion de diversos procedimientos
con técnicas funcionales (por ejemplo, resonancia magnética funcional, tomogafia por

emision de positrones...) en animales y en seres humanos.

1.2.1. LA AUTOESTIMULACION ELECTRICA INTRACEREBRAL
(AEIC) COMO METODO DE ESTUDIO DEL SUSTRATO
NEUROANATOMICO Y NEUROQUIMICO DEL SISTEMA DE
RECOMPENSA CEREBRAL.

Como ya se ha mencionado mas arriba, las caracteristicas reforzantes de la AEIC
permiten suponer que las areas implicadas en autoestimulacion podrian ser las mismas que
las implicadas en los procesos de recompensa obtenida con reforzadores naturales como el
agua o la comida (Wise y Rompre, 1989; Wise, 1996b). Partiendo de esta premisa se ha
pretendido elaborar un mapa de los circuitos cerebrales implicados en el “placer” o
recompensa. El mayor volumen de resultados lo han aportado los estudios de mapeado
cerebral. Como puede observarse en la Figura 3, se ha logrado identificar un buen nimero
de regiones cerebrales que van desde el Tronco Cerebral hasta el Prosencéfalo Basal
(Routtenberg, 1976; Olds y Forbes, 1981; Phillips y Fibiger, 1989; Wise y Rompre, 1989;
Gallistel et al., 1996; Robbins y Everitt, 1999; Arvanitogiannis et al., 2000; Nakahara et al.,
2001).

Pero es en el Diencéfalo, donde se han obtenido las tasas de respuesta de
autoestimulacion mas vigoras con los umbrales de estimulacion mas bajos, sobre todo, al
estimular las areas cerebrales que se distribuyen principalmente a lo largo del Fasciculo
Prosencefalico Medial (FPM), haz de fibras ascendentes y descendentes que se extienden
desde estructuras rostrales como el Area Predptica o la Banda de Broca hasta el Area
Tegmental Ventral (ATV). (Routtenberg, 1976; Wise y Rompre, 1989; Gallistel et al., 1996;
Wise, 1998). Se han realizado distintas investigaciones para determinar la direccion
ascendente y descendente del flujo de la transmision de la informacion en el FPM. En este
sentido, algunas lineas de trabajo aportan pruebas de que los impulsos generados en esta via
del FPM, pueden seguir inicialmente una ruta descendente: A) Asi, mediante el uso de
técnicas lesivas, se ha podido demostrar que las lesiones del FPM provocan un mayor
deterioro conductual si se realizan en las zonas posteriores a la localizacion del electrodo,

que si dichas lesiones se localizan anteriormente a éste (Stellar y Neeley, 1982).
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B) igualmente, se han identificado el tipo de vias y las neuronas que son activadas
por la estimulacion eléctrica intracerebral del FPM (Wise y Rompre, 1989; Wise, 1998):
Son fibras de gran calibre, mielinizadas y que proyectan en direccion descendente desde
estructuras mas rostrales como el Hipotdlamo Lateral, el Area Predptica, la Banda de Broca
y el Nucleo Caudado hacia el Area Tegmental Ventral (Gallistel, 1976; Yeomans, 1982;
Wise y Rompré, 1989; Konkle et al., 1999). Al parecer, existen al menos dos
subpoblaciones de neuronas implicadas en este efecto recompensate: Una con periodos
refractarios breves, con una velocidad de conduccion de estimulos nerviosos rapida; y otra
subpoblacion neuronal de menor tamafio, mas lenta y con periodos refractarios mas largos
que podria ser colinérgica (Bielajew y Shizgal, 1986; Wise y Rompre, 1989; Yeomans,
1990).

Estas investigaciones ademas, han permitido establecer conexiones entre distintos
lugares de recompensa distribuidos a lo largo del Haz Prosencefalico Medial, empleando
para ello técnicas de colision de pulsos (Bielajew y Shizgal, 1986; Shizgal, 1989; Shizgal y
Murray, 1989). Estos estudios ofrecen pruebas de que las neuronas con axones largos y
orientados sagitalmente, constituyen parte del sustrato que es estimulado directamente por la
estimulacion eléctrica del FPM y la Sustancia Gris Periacueductal (PAG) (Shizgal y
Murray, 1989). Asimismo, indican que las fibras recompensantes del FPM conectan el Area
Predptica Lateral (APL) con Areas del Hipotalamo Lateral y con la PAG (Shizgal, 1989;
Shizgal y Murray, 1989), y el Hipotdlamo Lateral con el ATV (Bielajew y Shizgal, 1986).
Otros autores han mostrado datos de la existencia de fibras recompensantes comunes que
conectan el Hipotalamo Posterior y el ATV con estructuras mas caudales como el sistema
medial pontino (Wise y Rompre, 1989), lo que demuestra que no todas las fibras del FPM
finalizan en el ATV (Shizgal y Murray, 1989).

Por otra parte, el analisis de los sistemas neuroquimicos que participan en los

procesos de AEIC han permitido demostrar, mediante el uso de neurotoxinas y
posteriormente mediante técnicas de histologia fluorescente, que la destruccion de las
terminales catecolaminérgicas provoca un deterioro moderado en la tasa de AEIC, aunque la
distribucion anatomica de las vias catecolaminérgicas se superpone en gran medida con las
regiones cerebrales que sustentan conductas de autoestimulacion (Wise y Rompre, 1989;
Bauco y Wise, 1994; Wise, 1996b; Salamone et al., 1997; Sokolowski et al., 1998).
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Figura 3. Principales puntos de autoestimulacién eléctrica intracerebral en el encéfalo de la rata

(Adaptado de Phillips y Fibiger, 1989).
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Inicialmente este hecho pretendid plantear la posibilidad de que la autoestimulacion
puediera estar mediada por la activacion de fibras de paso (localizadas a lo largo del FPM)
de indole catecolaminérgico (Wise y Rompre, 1989;Yeomans, 1990; Bauco y Wise, 1994;
Salamone et al., 1997; Sokolowski et al., 1998). Sin embargo, se ha comprobado que las
neuronas de las vias dopaminérgicas, noradrenérgicas y serotonérgicas poseen unas
caracteristicas neurofisioldgicas (periodos refractarios, velocidad de conduccion, calibre de
los axones) que difieren notablemente de las propiedades de las neuronas implicadas en la
recompensa y que se han descrito anteriormente (Shizgal y Murray, 1989; Wise y Rompre,
1989; Yeomans, 1990). Asi pues, parece probable que el efecto reforzante de la
Autoestimulacion Eléctrica Intracerebral pueda no deberse a la activacion directa de estas
fibras (Yeomans, 1990), aunque siempre es posible que el sistema dopaminérgico pueda
activarse de forma trans-sindptica. En este contexto, algunas investigaciones apuntan que las
denominadas fibras descendentes relevantes para la recompensa, podrian conectar a nivel
del Mesencéfalo o en general, del Tronco Cerebral, con el sistema dopaminérgico
mesolimbico, utilizando las proyecciones colinérgicas, dopaminérgicas o gabaérgicas que
proyectan desde el Nucleo Pedunculopontino hasta el Area Tegmental Ventral (Gallistel,
1976; Yeomans, 1982; Wise y Rompré¢, 1989; Yeomans et al., 1993; Yeomans y Baptista,
1997; Nakahara et al., 2001).

Estos resultados se han visto confirmados a través de estudios neurofarmacologicos
en los que se muestra un deterioro en la tasa de AEIC tras la administracion de antagonistas
noradrenérgicos (como la yohimbina) que produce un desplazamiento hacia la izquierda de
la curva tasa-frecuencia (facilitacion de la AEIC), mientras que por el contrario, la
administracion de agonistas noradrenérgicos (agonista de los receptores noradrenérgicos
alfa-2), como la clonidina, reduce el efecto reforzante de la AEIC (Wise y Rompre, 1989).
Este efecto de la clonidina es muy similar al observado con la administracion de
antagonistas dopaminérgicos, por lo que se ha considerado que podria actuar inhibiendo el

sistema dopaminérgico (Stellar y Rice, 1989).

Por otra parte distintos estudios muestran que los sistemas colinérgicos, pueden
constituir el sustrato principal de la estimulacion eléctrica del FPM (Shizgal y Murray,
1989). En efecto, la estimulacion eléctrica del Hipotalamo Lateral incrementa los niveles de
acetilcolina en el ATV (Rada et al., 2000) y el bloqueo de los receptores muscarinicos en
esta area, atenua la tasa de AEIC en el FPM (Kofman et al., 1990). Asimismo, la activacion

o desactivacion del autorreceptor colinérgico en el Nucleo Pedunculopontino modula la
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estimulacion recompensante cerebral (Yeomans et al., 1993). Este hecho ha llevado a
algunos autores a considerar que las fibras descendentes del FPM implicadas en el
procesamiento reforzante, podrian activar el sistema dopaminérgico mesolimbico
indirectamente a través de la activacion de la proyeccion colinérgica que va desde el Nucleo

Pedunculopontino al ATV.

Con respecto a la dopamina, su localizacion anatomica coincide con los lugares
mesencefalicos en los que la AEIC alcanza sus maximos y cuyos umbrales son minimos
(ver Figura 4) (Corbett y Wise, 1980). Sin embargo, la extension del sistema de recompensa
no siempre se corresponde con las regiones con inervacion dopaminérgica (Prado-Alcala y
Wise, 1984). Asi por ejemplo, existen regiones cerebrales en las que se ha podido inducir
AEIC (Bulbo Raquideo, Cerebelo o Protuberancia), en las que no existe constancia de la

presencia de fibras dopaminégicas (Yeomans, 1990).

EgmrhinaY-l aban

X A10
Perirhinal 'AD AR =

Cx Amigdala

Piriforme

Figura 4. Sistema dopaminérgico mesotelencefalico. Abreviaturas: A8, A9 y A10, grupos de células
dopaminérgicas A8, A9 y A10; Cx, Cortex; VS, Estriado Ventral; DS, Estriado dorsal; PFC, Cortex Prefrontal
(Adaptado de Robbins y Everitt, 2002).

En cualquier caso, una mayoria de las investigaciones neurofarmacolégicas, sugieren
que la dopamina desempeiia un importante papel en el sistema de recompensa cerebral.
Concretamente, la administracion de antagonistas dopaminérgicos como los neurolépticos,

producen, usando dosis bajas, un desplazamiento hacia la derecha de la curva
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tasa-frecuencia (descenso en el refuerzo) mientras que con dosis elevadas, da lugar a un
descenso en dicha curva, algo que puede ser explicado como un posible indicador de la
aparicion de alteraciones motoras. Por el contrario, la administracion de agonistas como las
anfetaminas o cocaina en el Nucleo Accumbens, facilita los efectos recompensantes de la
estimulacion del FPM, incrementando la respuesta de AEIC y disminuyendo el umbral de
estimulacion. Concretamente se observa un desplazamiento hacia la izquierda de la funcién
tasa de respuesta-intensidad (ver Figura 2) (Gallistel y Karras, 1984; Miliaressis et al., 1986;
Stellar y Rice; 1989; Wise y Rompré, 1989; Carlezon y Wise, 1993).

En resumen se puede concluir que, aunque la Autoestimulacion Eléctrica
Intracerebral no parece activar las fibras dopaminérgicas directamente (Shizgal y Murray,
1989), éstas podrian desempefian un papel fundamental en la modulacion de las vias de

recompensa intracerebrales.

Finalmente existen datos que apoyan la implicaciéon de péptidos opiaceos en el
refuerzo inducido por AEIC (Jenck et al., 1987; Carlezon y Wise, 1993; Bielajew et al.,
2003). En este sentido, el efecto de la administracion de antagonistas opiaceos es
dependiente de la localizacion del electrodo de estimulacion y del método utilizado para
comprobar los cambios en la conducta. Asi se ha comprobado que el tratamiento con
naloxona induce cambios a largo plazo en el umbral de estimulacion eléctrica reforzante del
ATV, al tiempo que desplaza la curva respuesta-frecuencia hacia la derecha auque no llega

a suprimir el desarrollo conductual (Bielajew et al., 2003).

Mas aun, estos péptidos opiaceos, que suelen estar presentes en distintas areas
dopaminérgicas (Stellar y Rice, 1989), podrian mediar la accion reforzante de drogas
opidceas como la morfina o la inyecciones de sustancias que actuan sobre los receptores
opidceos p 'y 0 (Mucha et al., 1982; Carr et al., 1989; Shippenberg y Elmer, 1998; McBride
et al., 1999). Igualmente se ha comprobado que la administracion de morfina en el ATV
produce un aumento en la tasa de disparo de las neuronas dopaminérgicas, facilitando la
AEIC (desplaza la curva tasa respuesta-frecuencia, hacia la izquierda) (Olds y Forbes,
1981), ademads de revertir el efecto atenuante que ejercen los neurolépticos (Wise y Rompre,
1989). Este efecto facilitador de la morfina sobre la conducta de autoestimulacién queda
bloqueado al lesionar el ATV con 6- hidroxidopamina (6-OHDA) (neurotoxina especifica
para la dopamina) (Hand y Franklin, 1985). Los opiaceos actuarian inhibiendo a GABA
(Johnson y North, 1992; Vaughan et al., 1997), originando asi una desinhibicion del sistema
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dopaminérgico (Johnson y North, 1992), con lo cual el efecto reforzante de la morfina y la
facilitacion de la AEIC se podria deber a una actuacion indirecta de estas sustancias sobre
los sistemas dopaminérgicos (Wise y Rompre, 1989; Wise, 1994; 1996b; Tsuji et al., 1996).

No puede descartarse, sin embargo, que los opidceos también pueden ejercer sus
efectos reforzantes independientemente del sistema dopaminérgico (van Ree y Ramsey,
1987; Koob, 1992). Por ejemplo, se ha comprobado que la administracion de morfina en el
Nucleo Accumbens (Nacc) induce preferencias espaciales en una tarea de condicionamiento
de preferencia por un lugar (van der Kooy et al., 1982) y ello con independencia del sistema

dopaminérgico.

1.2.2. EL CONDICIONAMIENTO DE PREFERENCIA POR UN LUGAR
(CPP) Y LA ADMINISTRACION DE SUSTANCIAS DE ABUSO,
COMO METODO DE ESTUDIO DE LOS MECANISMOS
NEUROFARMACOLOGICOS IMPLICADOS EN EL SISTEMA DE
RECOMPENSA CEREBRAL.

Los datos presentados hasta ahora demuestran que la administracion de sustancias de
abuso afecta a la recompensa inducida por la Estimulacion Eléctrica Intracerebral.
Asimismo y al igual que la estimulacion eléctrica reforzante, distintas investigaciones han
demostrado que la mayoria de las drogas de abuso (anfetaminas, cocaina, opidceos pLy 9,
nicotina, fenciclidina, etanol y cannabis) provocan un aumento en la concentracion de los
niveles de dopamina en las terminales dopaminérgicas mesencefalicas, incluyendo el NAcc
(para revision ver Wise y Rompre, 1989; Wise, 1996b; McBride et al., 1999). Todo ello, ha
hecho que el estudio de los efectos reforzantes inducidos por la administracion de la
mayoria de las sustancias de abuso constituya una herramienta util para intentar deteminar
los mecanismos neuro-farmacologicos implicados en la recompensa cerebral. Uno de los
procedimientos conductuales mas utilizados para su estudio es el condicionamiento de
preferencias por un lugar (CPP) (Bozarth y Wise, 1982; Mucha et al., 1982; Phillips y
Fibiger, 1987; Carr et al., 1989; Bals-Kubik et al., 1993; Shippenberg et al., 1993; Bardo et
al., 1995; Schechter y Calcagnetti, 1998; Shippenberg y Elmer, 1998; Tzschentke, 1998;
McBride et al., 1999; van Ree et al., 1999; Bardo y Bevins, 2000; Delamater et al., 2000;
Papp et al., 2002). En este paradigma de aprendizaje el efecto fisiologico y las propiedades

motivacionales derivadas de la administracién de un tratamiento, son asociadas a través de
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la presentacion en contigiiidad temporal con los estimulos externos, inicialmente neutros, de
un determinado contexto. Durante el transcurso del condicionamiento estos indices
ambientales van adquiriendo una valencia emocional o motivacional, de manera que
posteriormente cuando el animal es expuesto ante dichos estimulos se observa un
incremento o descenso del tiempo que permanece aproximandose y manteniendo el contacto
con ellos (dependiendo de la naturaleza reforzante o aversiva del tratamiento empleado),
frente a un segundo conjunto de estimulos que nunca ha sido asociado al tratamiento (Figura
5) (Schechter y Calcagnetti, 1998; Shippenberg y Elmer, 1998; Tzschentke, 1998; Arnould
y Agmo, 1999; Bardo y Bevins, 2000; Spiteri et al., 2000).

Figura 5. Laberinto en corredor para el

condicionamiento de preferencias por un lugar (CPP).

Asi se ha comprobado que una amplia variedad de reforzadores naturales como
agua, comida, soluciones dulces... (Bechara et al., 1992; Stefurak y Van der Kooy, 1992;
1994; Lepore y Franklin, 1996; Perks y Clifton, 1997; Delamater et al., 2000; Schroeder y
Packard, 2000; Spiteri et al., 2000; Papp et al., 2002) y artificiales (estimulacion eléctrica
intracerebral, sustancias de abuso) (Bozarth, 1987a; Phillips y Fibiger, 1987; van der Kooy,
1987; Bechara y Van der Kooy, 1992a, b; Bals-Kubik et al., 1993; Bechara et al., 1993;
Jaeger y Van der Kooy, 1993; 1996; Olmstead y Franklin, 1993; 1997; Museo y Wise,
1994; Nader y Van der Kooy, 1994; Bardo et al., 1995; Shippenberg y Bals-Kubik, 1995;
Maldonado et al., 1997; Ikemoto y Panksepp, 1999; Spiteri et al., 2000; Papp et al., 2002...
para una revision, consultar Schechter y Calcagnetti, 1998; Shippenberg y Elmer, 1998;
Tzschentke, 1998; McBride et al., 1999; Van Ree et al., 1999) provocan preferencias
condicionadas por los estimulos ambientales o espaciales con los que previamente han sido
asociados. Por otra parte, también se han observado aversiones condicionadas al lugar en
respuesta a tratamientos que provocan efectos aversivos como la administracion de cloruro

de litio o de antagonistas opidceos, o ante las consecuencias motivacionales aversivas
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derivadas del sindrome de abstinencia en animales tras el uso prolongado de sustancias de
abuso como la morfina (Mucha et al., 1982; Spanagel et al., 1992; Reilly et al, 1993; Bals-
Kubik et al., 1993; Shippenberg y Bals-Kubik, 1995; Schechter y Calcagnetti, 1998;
Shippenberg y Elmer, 1998; Tzschentke, 1998; Papp et al., 2002).

Aunque existen diversos planteamientos conceptuales, la mayoria de los autores
consideran que los mecanismos de aprendizaje subyacentes al condicionamiento espacial
estan regidos por los principios del condicionamiento clasico (Bardo et al., 1995;
Shippenberg y Elmer, 1998; Tzschentke, 1998; Van Ree et al., 1999; Bardo y Bevins,
2000), a pesar de que las respuestas efectuadas (por ejemplo la aproximacion y

permanencia en un contexto determinado) son de indole instrumental.

Cuando los estimulos incondicionados empleados son reforzadores naturales y éstos
estan disponibles en el contexto donde se establece el aprendizaje de preferencias por un
lugar, el proceso de condicionamiento es mas complejo. En este caso el estimulo
incondicionado constituye una recompensa natural en si mismo por lo que genera
respuestas de aproximacion. Pero ademds, el contacto directo con dicho estimulo puede
desencadenar la ejecucion de conductas consumatorias, las cuales irdn seguidas de una
respuesta hedonica derivada de las propiedades intrinsecamente reforzantes del acto
consumatorio o de las reacciones fisiologicas que siguen al consumo de la recompensa. Por
tanto se pueden establecer dos tipos de asociaciones, por una parte, entre las propiedades de
incentivo condicionadas del estimulo reforzante y las claves ambientales (similar al descrito
con otros reforzadores) y por otro lado, entre la reaccion afectiva asociada a las respuestas
consumatorias o a los efectos derivados del consumo de dicho estimulo y los indices
espaciales (Tzschentke, 1998; Arnould y Agmo, 1999; Spiteri et al., 2000).

En ambos casos la respuesta instrumental observada es la conducta de aproximacion
y un mayor tiempo de permanencia en el lugar asociado a la obtencion de la recompensa,
pero segin algunos autores, los procesos subyacentes serian distintos de forma que, las
respuestas de aproximacion condicionada estarian relacionadas con el proceso de
atribucion de incentivo mientras que en el caso de la reaccion afectiva condicionada
mediarian las propiedades hedonicas o el proceso descrito por algunos autores como
“liking” (Berridge, 1996; Berridge y Robinson, 1998; Spiteri et al., 2000). En este sentido,
estudios llevados a cabo mediante este procedimiento han permitido comprobar que si se
manipulan las propiedades hedonicas del estimulo incondicionado, a través de la reduccion

de su valor reforzante mediante cambios en el estado motivacional del animal (estados de
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déficit o saciedad) o a través de un procedimiento de aversion condicionada, el animal es
capaz de adaptar su conducta mostrando una reduccién del tiempo que permanece en el

lugar asociado a dicho estimulo (Perks y Clifton, 1997).

Pero el desarrollo del condicionamiento de preferencias espaciales no sélo depende
de las propiedades afectivas del estimulo incondicionado, también va a estar en funcion
de la capacidad del animal para aprender la asociacion entre el estimulo condicionado e
incondicionado, asi como para recordar y expresar el conocimiento adquirido, el dia de
Test o prueba de preferencia (White et al., 1987; Carr et al., 1989; Olmstead y Franklin,
1997; Schroeder y Packard, 2000). En contraste con la idea inicial de equipotencialidad
estimular para cualquier aprendizaje, actualmente se considera que existen determinadas
predisposiciones bioldgicas que favorecen la asociacién de ciertos estimulos con unas
determinadas consecuencias (Garcia et al., 1985; White et al., 1987; Bures et al., 1998;
Welzl et al, 2001). Este es un factor importante puesto que algunos tratamientos
reforzantes también poseen propiedades aversivas (por ejemplo, las sustancias
psicoactivas), algo que podria afectar al condicionamiento de preferencia por un lugar.
Pero, generalmente, parece existir una asociacion preferente entre las propiedades aversivas
de estas sustancias y el sabor, y entre las propiedades reforzantes y el espacio (White et al.,

1987; Turenne et al., 1996; para una revision ver Carr et al., 1989).

Por otra parte, es bien conocido el hecho de que determinados tratamientos, como la
mayoria de las sustancias de abuso o la administracion de sacarosa, pueden desarrollar o
inhibir los procesos relacionados con la memoria (White et al., 1987; Jaeger y Van der
Kooy, 1993; 1996; Nader et al., 1997). Por ejemplo, la administracion de un determinado
tratamiento, como la morfina, puede actuar potenciando la asociacion entre los estimulos
condicionado ¢ incondicionado, desarrollando la retencidon de dicha asociacion,
incrementando la saliencia del estimulo condicionado o aumentando la capacidad del
animal para discriminar entre las claves asociadas al tratamiento o a la sustancia inocua.
Por tanto, es importante tener en cuenta que el establecimiento del condicionamiento
espacial puede ser debido no sélo a la capacidad reforzante o aversiva de un determinado
tratamiento sino que también puede ser provocado por la capacidad de dicho tratamiento

para modular cualquiera de los procesos mencionados (Olmstead y Franklin, 1997).

En relacion con este ultimo factor se encuentra “el efecto de estado-dependencia”

que pueden provocar algunos tratamientos. Este hecho se refiere a que el conocimiento o la
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respuesta que ha sido aprendida o adquirida mientras el animal se encontraba en un
determinado estado (por ejemplo bajo los efectos de una determinada droga o en un estado
motivacional concreto), solo puede ser recordada o reproducida cuando el animal esta en
ese mismo estado, pero no cuando se encuentra en un estado diferente. Aunque la mayoria
de los estudios no controlan este posible efecto, llevando a cabo el test de preferencia por
un lugar en unas condiciones distintas a las establecidas durante la adquisicion del
condicionamiento, este hecho puede interferir con los resultados obtenidos por lo que es

una variable a considerar (Tzschentke, 1998).

Por ultimo, destacar otra de las peculiaridades del condicionamiento de preferencias
por un lugar. En este procedimiento el tratamiento (estimulo incondicionado) es recibido
de forma pasiva por el animal. Este hecho establece una clara distincién con respecto a
otros protocolos como el de autoadministracion, o AEIC, en el cual la experiencia con el
tratamiento esta bajo el control del animal (Bardo y Bevins, 2000). En relacion con este
aspecto, recientes investigaciones muestran que la capacidad de un tratamiento para activar
el sistema dopaminérgico mesolimbico (ampliamente relacionado con la recompensa)
depende, al menos en parte, de si éste es administrado pasivamente por el investigador o
esta bajo el control operante del animal. En general existe un aumento en la liberacion de
dopamina en el NAcc cuando la administracion del tratamiento esta bajo el control del
animal, observandose un descenso en la repuesta dopaminérgica cuando éste es
administrado por el investigador (Garris et al., 1999; para una revision reciente ver Bardo y
Bevins, 2000).

Con respecto al tipo de tratamiento utilizado, como se ha mencionado anteriormente
el condicionamiento de preferencia por un lugar constituye uno de los procedimientos
conductuales mas utilizados para el estudio de las propiedades reforzantes condicionadas de
la mayoria de las sustancias de abuso (Bozarth, 1987a; van der Kooy, 1987; Carr et al.,
1989; Bals-Kubik et al., 1993; Olmstead y Franklin, 1997; Shippenberg y Elmer, 1998;
Tzschentke, 1998; McBride et al., 1999; Van Ree et al., 1999; Gerrits et al., 2003). En
general, mediante este procedimiento se ha comprobado que la mayoria de las sustancias
que generan adiccion en humanos, como los opidceos, las benzodiacepinas, los
psicoestimulantes, el alcohol, la nicotina, etc, son las mismas que producen una preferencia
por un lugar condicionada en animales (Phillips y Fibiger, 1987; Carr et al., 1989;
Schechter y Calcagnetti, 1998; Tzschentke, 1998; McBride et al., 1999; Papp et al., 2002),

mientras que las drogas que no provocan adiccion como los neurolépticos, los
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antidepresivos, los antihistaminicos..., tampoco inducen CPP (Carr et al., 1989; Schechter y
Calcagnetti, 1998; Tzschentke, 1998).

Una vez mas, la mayoria de los datos aportados por las distintas investigaciones
implican al sistema dopaminérgico mesocorticolimbico en la mediacion del efecto
reforzante de las sustancias de abuso (Phillips y Fibiger, 1987; Spanagel et al., 1992; Bals-
Kubick et al., 1993, Shippenberg et al., 1993; Herz y Spanagel, 1995; Beninger y Milner,
1998; Shippenberg y Elmer, 1998; Tzschentke, 1998; McBride et al., 1999; Sell et al.,
1999; Bardo y Bevins, 2000; Everitt et al., 2001). En este sentido, existe evidencia sobre la
probabilidad de una estrecha correlacion entre la capacidad de un tratamiento para inducir
condicionamiento de preferencia por un lugar y el hecho de que pueda provocar un aumento
en la neurotransmision dopaminérgica (Carr et al., 1989; Herz y Spanagel, 1995;
Tzschentke, 1998). Asi, en estudios con animales se ha comprobado que la exposicion a
estimulos previamente asociados con sustancias de abuso, provoca un aumento en la tasa de
disparo de las neuronas dopaminérgicas localizadas en el ATV, potencia la liberacion de
dopamina en el Nacc y modula la actividad cerebral en distintas areas del sistema
dopaminérgico ascendente (Sell et al., 1999). Por otra parte, se ha demostrado también que
las lesiones del sistema dopaminérgico o la administracion de antagonistas dopaminérgicos
bloquean el condicionamiento de preferencia por un lugar inducido por las diferentes drogas
de abuso (Bozarth y Wise, 1982; Carr et al., 1989; Shippenberg et al., 1993; Maldonado et
al., 1997; Beninger y Miller; 1998; Tzschentke, 1998; Laviolette et al., 2002; Zarrindast et
al., 2003).

También existe evidencia, no obstante, que apoya la implicacion del sistema
dopaminérgico en la motivacion de tipo aversivo (Hoebel y Novin, 1982; Salamone, 1994;
Turenne et al., 1996; Besson y Louilot, 1997; Salamone et al., 1997; Louilot y Besson,
2000; Ikemoto y Panksepp, 1999; Kelley y Berridge, 2002; Young, 2004). Asi, se ha
comprobado que, la presencia de estimulos estresantes provocan una liberacion de opiaceos
y sustancia P, que dan lugar a la activacion del sistema dopaminérgico (Le Magnen et al.,
1980; Franklin, 1998; Altier y Stewart, 1999; Lapeyre et al., 2001). También se ha visto que
por ejemplo, la presentacion de un estimulo condicionado aversivo (tono que ha sido
previamente asociado a choques eléctricos en las patas) provoca un incremento en los
niveles de dopamina extracelular en el Nucleo Accumbens (Young, 2004). Por otra parte, se
ha comprobado que incluso la administracion de algunas drogas de abuso como los opiaceos

o las anfetaminas produce efectos tanto reforzantes como aversivos y concretamente, se ha
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demostrado que estas sustancias pueden inducir preferencias por un lugar en un
procedimiento de apredizaje de CPP, y condicionamiento aversivo gustativo en tareas de
discriminacion gustativa (Turenne et al., 1996). Ambos efectos parecen estar mediados por
el mismo sistema: El sistema dopaminérgico mesolimbico, ya que la interferencia de este
sistema mediante el empleo de antagonistas dopaminérgicos, atenua tanto los efectos

aversivos como los reforzantes inducidos por las anfetaminas (Turenne et al., 1996).

Para explicar estos resultados se han propuesto varias posibilidades. Asi por
ejemplo, algunos autores sugieren que el sistema dopaminérgico mesolimbico, mas que
mediar especificamente la aversion o el refuerzo, estaria implicado en funciones generales
tales como integracion sensioromotora o la atencién (Salamone, 1994; Gray et al., 1997;
Shippenberg y Elmer, 1998; Kelley y Berridge, 2002; Cannon y Palmiter, 2003). Otra
alternativa planteada sugiere que en el caso de la motivacion aversiva, la dopamina esté
implicada en mecanismos de refuerzo negativo, de modo que cualquier conducta que
elimine un estado aversivo, resultard reforzante (Rada et al., 1998; Ikemoto y Panksepp,
1999; Rada y Hoebel, 2001; Kelley y Berridge, 2002). Por ultimo la propuesta que una
mayoria de los investigadores apoyan, sugiere que el sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico estaria directamente implicado en la motivacion aversiva aunque de
forma distinta a su mediacion en el refuerzo (Salamone, 1994; Berridge y Robinson, 1998;
Kelley y Berridge, 2002; Young, 2004).

Psicoestimulantes: Anfetaminas y cocaina.

Existe abundante evidencia que confirma que los estimulantes psicomotores como
las anfetaminas o la cocaina provocan condicionamiento de preferencia por un lugar
(Bozarth, 1987a; Phillips y Fibiger, 1987; White et al., 1987; Carr et al., 1989; Bardo et al.,
1995; Bedingfield et al., 1998; Schildein et al., 1998; Tzschentke, 1998; McBride et al.,
1999; Liao et al., 2000; Mueller y Stewart, 2000; Smith et al., 2002).

La mayoria de estos estudios consideran de nuevo que el condicionamiento espacial
inducido por la administracion de estas sustancias depende de su capacidad para provocar
un incremento en los niveles extracelulares de dopamina (Carr et al., 1989; Tzschentke,
1998). Concretamente, los resultados aportados por las distintas investigaciones muestran

que los efectos reforzantes de estas sustancias estarian mediados principalmente en el caso
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de las anfetaminas, por los receptores dopaminérgicos D, aunque también serian
dependientes de la transmision dopaminérgica mediada por los receptores D;. En el caso de
la cocaina, los efectos reforzantes dependerian principalmente de los mecanismos mediados
por los receptores dopaminérgicos D; (Tzschentke, 1998). En este sentido, investigaciones
recientes con ratones knockout muestran que la isoforma D,L del receptor de dopamina D,
no es necesaria para la adquisicion del condicionamiento de preferencias espaciales

inducido por la administracion de cocaina (Smith et al., 2002).

A nivel anatomico, el Nucleo Accumbens se puede dividir en tres subregiones
claramente diferenciadas, la region ventromedial o capsular, la porcion dorsolateral o
nuclear y el polo rostral (Zaborszky et al., 1985; Heimer et al., 1991; Zahm y Brog, 1992;
Ikemoto y Panksepp, 1999). Este ntcleo también estd considerado como una region
heterogénea con respecto a la adquisicion del condicionamiento de preferencia por un lugar
inducido por la administracion de psicoestimulantes (Liao et al., 2000). Las terminales
dopaminérgicas del Nucleo Accumbens parecen ser el lugar de accion de las anfetaminas a
la hora de inducir el CPP. De hecho se ha comprobado que la administracion intracerebral
de d-anfetamina en distintas regiones el NAcc (porcion nuclear y capsular) produce una
preferencia por el lugar con el que ha sido asociada, no observandose este efecto cuando se
administra en otras regiones dopaminérgicas como el Cortex Prefrontal, el Estriado, la
Amigdala, el Nucleo Caudado o el Area Postrema (Phillips y Fibiger, 1987; White et al.,
1987, Carr et al., 1989; Schildein et al., 1998; Tzschentke, 1998; McBride et al., 1999).

Con respecto a los resultados obtenidos tras la administracion de cocaina intra-
Accumbens los datos son muy difusos. Son pocos por ejemplo, los estudios que han
inducido CPP con la administracion intra-Accumbens de cocaina (Liao et al., 2000).
Asimismo, y a diferencia de los datos obtenidos con anfetaminas, la administracién de
neurolépticos o las lesiones con 6-OHDA de las terminales dopaminérgicas del NAcc, no
bloquean el CPP inducido por la administracién de cocaina (Phillips y Fibiger, 1987; Carr
et al., 1989; Tzschentke, 1998; McBride et al., 1999). Sin embargo, un estudio reciente ha
conseguido inducir CPP aunque utilizando altas dosis de cocaina y un elevado nimero de
ensayos de adquisicion (doce ensayos) (Liao et al., 2000). Esta ultima investigacion ha
permitido establecer una disociacion entre las distintas subregiones del NAcc y el
condicionamiento de preferencia por un lugar inducido por la administracion de
microinyecciones de anfetaminas y cocaina: La anfetaminas inducen preferencias por un

lugar debido a su accion en la region nuclear del NAcc; mientras que, el CPP inducido con
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dosis altas de cocaina, se debe a su efecto sobre la porcion capsular de este nucleo (Liao et
al., 2000).

Una de las estructuras relacionadas con el NAcc es el Palido Ventral (PV) y algunos
estudios han demostrado la posible participacion de esta estructura en el efecto reforzante
tanto de la cocaina como de las anfetaminas (Gong et al., 1997; Tzschentke, 1998). Asi, un
estudio llevado a cabo por Gong y colaboradores ha demostrado que la administracion
intraperitoneal de cocaina provoca un aumento de los niveles dopaminérgicos en el Palido
Ventral, efecto que correlaciona de forma significativa con la induccion de preferencias por
el lugar con el que ha sido asociada (Gong et al., 1997). Asimismo, las lesiones del Palido
Ventral rostral con 6-OHDA, bloquean el desarrollo del CPP provocado por la
administracion sistémica de cocaina (Gong et al., 1997). Estos datos junto con otros
estudios relacionados (para una revision ver Tzschentke, 1998; McBride et al., 1999)
sugieren que la inervacion dopaminérgica que proyecta desde el ATV hasta el PV rostral
puede desempefiar un papel importante en relacion a las propiedades reforzantes de los

psicoestimulantes.

Por ultimo, otra estructura que ha sido relacionada con las preferencias por un lugar
inducidas por la administracion de cocaina es el Complejo Amigdalino (Brown y Fibiger,
1993). Lesiones completas de esta estructura bloquean las preferencias por un lugar
inducidas por la administracion de cocaina, sin alterar el efecto estimulante psicomotor que

estas sustancias provocan.

En conclusion, los efectos reforzantes de la cocaina y las anfetaminas parecen estar
mediados, al menos en cierta medida, por diferentes receptores dopaminérgicos y por
sustratos neuroanatomicos parcialmente distintos (Tzschentke, 1998; McBride et al., 1999;
Liao et al., 2000).

Opiaceos.

Son numerosas las investigaciones llevadas a cabo la tarea de condicionamiento de
preferencia por un lugar que demuestran que la administracion de agonistas de los
receptores opidceos provocan efectos reforzantes o aversivos dependiendo del tipo de
receptor con el que interactien [mu (p), kappa (x), delta (5)] (Bals-Kubick et al., 1993;
Shippenberg et al., 1993; Shippenberg y Elmer, 1998; Tzschentke, 1998; McBride et al.,
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1999). Los agonistas de los receptores opioides p y o, como la heroina, la morfina o el
fentanilo, actian como estimulos reforzantes provocando una marcada preferencia, dosis
dependiente, por el lugar asociado a su administracion (Mucha et al., 1982; Carr et al.,
1989; Bals-Kubick et al., 1993; Shippenberg et al., 1993; Bardo et al., 1995; Herz y
Spanagel, 1995; Tsuji et al., 1996; Shippenberg y Elmer, 1998; Van Ree et al., 1999). Por
el contrario, el bloqueo de los receptores opiaceos p induce aversion espacial (Mucha et al.,
1982; para una revision ver Van Ree et al., 1999). Por otra parte, los animales evitan de una
forma activa los estimulos ambientales que han sido previamente asociados con la
administracion de agonistas k, lo cual sugiere que la activacion de estos receptores puede
inducir un estado aversivo (Bechara y van der Kooy, 1987; Bals-Kubick et al., 1993;
Shippenberg et al., 1993; Herz y Spanagel, 1995; Shippenberg y Elmer, 1998; Van Ree et
al., 1999).

Existen numerosos estudios que relacionan al sistema dopaminérgico mesolimbico
con el efecto reforzante condicionado de los agonistas opiaceos p (Johnson y North, 1992;
Spanagel et al., 1992; Shippenberg et al., 1993; Tsuji et al., 1996; Shippenberg y Elmer,
1998; Tzschentke, 1998; McBride et al., 1999; Van Ree et al., 1999; Manzanedo et al.,
2001; Laviolette et al., 2002). Dentro de este sistema, el ATV ha sido una de las estructuras
mas relacionada con el inicio y el mantenimiento de los efectos reforzantes de los opiaceos
(Bozarth, 1987a; Phillips y Fibiger, 1987; Bals-Kubick et al., 1993; Olmstead y Franklin,
1997; Shippenberg y Elmer, 1998; McBride et al., 1999; Van Ree et al., 1999). La
administracion de agonistas opiaceos [ en esta region provoca una marcada preferencia por
el lugar con el que ha sido asociada (Bozarth, 1987a; Bals-Kubick et al., 1993; Jaeger y van
der Kooy, 1996; Tsuji et al., 1996; Olmstead y Franklin, 1997; van Ree et al., 1999). Sin
embargo la infusion de estas sustancias en regiones laterales o dorsales a ésta, no provoca la
respuesta condicionada de preferencia, por lo que algunos autores sugieren que la
activacion de los receptores de opidceos p localizados en el ATV, es suficiente para el
establecimiento del condicionamiento por un lugar (Bozarth, 1987a; Bals-Kubick et al.,
1993; Olmstead y Franklin, 1997). En este sentido, Olmstead y Franklin comprobaron que
el bloqueo selectivo de los receptores opidceos del ATV bloqueaba el condicionamiento de
preferencia por un lugar inducido por la administracion sistémica de morfina,
comprobandose asi que estos receptores son necesarios para el establecimiento de dicha

respuesta (Olmstead y Franklin, 1997).

Van der Kooy y su grupo, por su parte, demostraron que el sustrato neural que

sustenta los efectos motivacionales de la morfina, es distinto al que subyace a la capacidad
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que tiene esta sustancia para generar unas condiciones interoceptivas especificas que
pueden actuar como estimulo predictivo discriminativo. Estos autores comprobaron que la
administracion de morfina en el ATV pero no en el Complejo Parabraquial (NPB), inducia
la respuesta de CPP y en cambio, la infusiéon de morfina en el NPB pero no en el ATV,
actuaba como estimulo predictivo para la adquisicion de una tarea de aprendizaje de

discriminacion gustativa (Jaeger y van der Kooy, 1996).

El mecanismo a través del cual la administracion de morfina induce preferencias por
un lugar en el ATV ha sido estudiado por Tsuji y colaboradores, quienes han demostrado
que un descenso en la neurotransmision que afecta a los receptores GABAg en el ATV es
crucial para la expresion de los efectos reforzantes de la morfina (Tsuji et al., 1996). En
este estudio, la administracion de un agonista de los receptores GABAgen el ATV, suprime
de forma dosis dependiente, la preferencia por un lugar inducida por la administracion de
morfina, efecto que es revertido por el tratamiento con un antagonista GABAg, pero no con
antagonistas de receptores GABA 4. De acuerdo con otros estudios que han demostrado que
la morfina actiia sobre neuronas no dopaminérgicas (mas concretamente sobre neuronas
gabaérgicas) para estimular las células dopaminérgicas del ATV (Johnson y North, 1992),
Tsuji y colaboradores proponen que la morfina genera un descenso en la neurotransmision
mediada por los receptores GABAp en el ATV, a través de la hiperpolarizacion de las
aferentes gabaérgicas que recibe. Esto permite la activacion de las neuronas
dopaminérgicas mesolimbicas y consecuentemente, un incremento en la liberacion de
dopamina en el Nacc por desinhibicion, lo que podria contribuir a la expresion de los

efectos reforzantes de la morfina (Tsuji et al., 1996).

Otras areas que han sido relacionadas con la induccion de preferencias por un lugar
a través de la administracion de sustancias opidceas como la morfina son el Nucleo
Accumbens (NAcc), Hipotdlamo Lateral (HL), la Sustancia Gris Periacueductal (PAG), el
Hipocampo, el Area Predptica Medial, el Fornix, el Cortex Prefrontal Medial Infralimbico
y el Nucleo Pedunculo Pontino Tegmental (NPPTg) (Bechara y Van der Kooy, 1989;
1992a; Bals-Kubick et al., 1993; Olmstead y Franklin, 1993; 1994; 1997; Tzschentke y
Schmidt, 1999; para una revision consultar Shippenberg y Elmer, 1998; Van Ree et al.,
1999). Los resultados obtenidos con respecto al Nacc son contradictorios ya que si bien
algunos estudios muestran una induccion de preferencias por un lugar tras la administracion
de morfina intra-Accumbens, otros por el contrario, aportan resultados negativos tanto en el

caso de la infusion de morfina, como también con otros agonistas de los receptores de
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opiaceos p, como el DAMGO (Bals-Kubik et al., 1993; Olmstead y Franklin, 1997b;
Schildein et al., 1998; Shippenberg y Elmer, 1998; van Ree et al., 1999). Por ello algunos
autores consideran que los resultados positivos obtenidos en algunos de estos estudios
pueden ser debidos a que la dosis utilizada de morfina ha podido ser muy elevada y que el
efecto reforzante de la morfina pudo iniciarse por la difusién de ésta a los ventriculos
(Olmstead y Franklin, 1997). Resultados similares se han obtenido en relacion con el HL y
en el Hipocampo, por lo que serdn necesarias nuevas investigaciones que determinen su
implicacion en el refuerzo inducido por opidceos. Olmstead y Franklin, mediante la
administracion de microinyecciones de morfina en distintas areas cerebrales, demostraron
que s6lo la PAG y el ATV fueron suficientes para inducir el condicionamiento de

preferencias por un lugar (Olmstead y Franklin, 1997b).

Por el contrario, diversos estudios han demostrado que lesiones con 6-OHDA del
Nacc eliminan las preferencias por un lugar inducidas por la administracion periférica de
morfina (Shippenberg et al., 1993). Este resultado apoya una implicaciéon del sistema
dopaminérgico mesolimbico, y mas concretamente de la transmision neural dopaminérgica
en el Nacc, en el efecto reforzante inducido por la administracion de agonistas opiaceos W,
como la morfina (Shippenberg et al., 1993; Herz y Spanagel, 1995). En este sentido, se ha
comprobado que la administracion de un inhibidor de la liberaciéon de dopamina (CGS
10746B), también bloquea la induccion de preferencias por un lugar inducidas por la
administracion de morfina (Manzanedo et al., 2001). Asimismo, estos Ultimos autores han
bloqueado las preferencias por un lugar inducidas por morfina, administrando antagonistas
de los receptores dopaminérgicos Dj, D, y Ds; sin obtener este mismo efecto tras la
administracion de antagonistas de receptores Ds. Estos tlltimos si bloquean sin embargo, la
hiperactividad inducida por la administracion de morfina. Conjuntamente estos datos
sugieren que son los distintos subtipos de receptores dopaminérgicos los que desempeiian
un papel fundamental en lo relacionado con el aspecto incentivo del refuerzo opiaceo del
cual depende el condicionamiento de preferencia por un lugar que estas sustancias
provocan (Manzanedo et al., 2001). A nivel anatomico concretamente, otros autores
sugieren que son los receptores dopaminérgicos D, localizados en el Nucleo Central de la
Amigdala los que podrian ser cruciales en la adquisicion y la expresion de las preferencias
por un lugar provocadas por la administracion periférica de morfina (Zarrindast et al.,
2003).

Por otra parte, existen investigaciones que muestran que la administracion de

morfina puede inducir aversion hacia un lugar asociado a su administracion (Bechara et al.,
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1993; van Ree et al., 1999). Autores como Van der Kooy y su grupo consideran que la
estimulacion de receptores opiaceos periféricos, puede ser la responsable de estos efectos
aversivos (Bechara y van der Kooy, 1987; Bechara et al., 1987). En uno de los estudios que
llevaron a cabo se comprobd que, mediante la administracion intraperitoneal de dosis muy
bajas de morfina se podia inducir condicionamiento aversivo hacia un lugar. Este efecto fue
bloqueado mediante la lesién de una de las estructuras pontinas que recibe informacion
vagal procedente de la periferia, el Nucleo Parabraquial Lateral (Bechara et al., 1993). Otra
de las estructuras que ha sido propuesta para la mediacion de las propiedades
motivacionales aversivas de la morfina y que mantiene conexiones anatomicas con el NPBI
es la Corteza Insular Agranular (Zito et al., 1988). En el estudio llevado a cabo por estos
autores se comprobd que el condicionamiento espacial aversivo inducido por la
administracion intraperitoneal de bajas dosis de morfina, podia ser bloqueado eliminando la
inervacion dopaminérgica de esta estructura con 6-OHDA, comprobando ademads que esta
lesion no afectaba al condicionamiento de preferencias por un lugar inducido por la

administracion de dosis mas altas de morfina.

Los efectos motivacionales aversivos inducidos por los opidceos han sido
relacionados con los receptores opiadceos k (Bals-Kubick et al., 1993; Herz y Spanagel,
1995; Shippenberg y Elmer, 1998; Tzschentke, 1998; Van Ree et al., 1999). Distintos
estudios muestran que la administracion de agonistas opidceos K provoca una marcada
aversion hacia el lugar previamente asociado a su administracion (Bals-Kubik et al., 1993;
Shippenberg et al., 1993; Herz y Spanagel, 1995; Shippenberg y Elmer, 1998; Tzschentke,
1998; Van Ree et al., 1999). Concretamente, Bals-Kubick y su grupo demostraron que la
activacion de los receptores opiaceos k localizados en el ATV o en el NAcc mediante la
administracion de microinyecciones de agonistas selectivos de estos receptores (U50488H)
o de un derivado de la dinorfina (E-2078), era suficiente para inducir un estado aversivo
que a nivel conductual provocara aversion hacia el lugar asociado a su administracion. Sin
embargo, la administracion de estas sustancias en areas adyacentes a estas regiones
cerebrales, como el Nucleo Caudado Putamen o la Sustancia Negra, no provoca ningin
efecto. Otras estructuras en las que se ha demostrado que la administracion de agonistas
opiaceos k induce respuestas de aversion condicionada al lugar son el Cortex Prefrontal
Medial y el Hipotdlamo Lateral (Bals-Kubik et al., 1993), lo cual sugiere una posible
implicacion en el establecimiento del condicionamiento aversivo y en estados

motivacionales aversivos (Shippenberg y Elmer, 1998).
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Estudios llevados a cabo posteriormente han demostrado que la transmision
dopaminérgica en el NAcc y no en otras estructuras como el Caudado, Putamen o el Cortex
Prefrontal Medial, es necesaria para la manifestacion de los efectos motivacionales
aversivos de los opiaceos (Shippenberg et al., 1993; Herz y Spanagel, 1995). Shippenberg y
su grupo comprobaron que la lesion del NAcc mediante microinyecciones bilaterales de 6-
OHDA o el bloqueo de los receptores dopaminérgicos D1 mediante la administracion de
antagonistas como el SCH 23390 intra-Accumbens, bloqueaba los efectos motivacionales
aversivos inducidos por la administracion de agonistas opidceos k, eliminando asi la
respuesta de aversion hacia un lugar que estas sustancias provocan (Shippenberg et al.,
1993; Herz y Spanagel, 1995). Segun los datos aportados por estas investigaciones, la
activacion de los receptores opiaceos k localizados en el NAcc mediante la administracion
de agonistas, provocaria un descenso en la liberacion dopaminérgica que originaria los
efectos motivacionales aversivos propios de estas sustancias (Spanagel et al., 1992; Herz y
Spanagel, 1995).

Por ultimo, se han estudiado los efectos derivados de la administraciéon de distintos
antagonistas opiaceos. Asi, se ha demostrado que la administracion de un antagonistas
opiaceo selectivo pu (CTOP) o de un antagonista no selectivo como la naloxona, induce una
respuesta de aversion condicionada hacia un lugar asociada a su administracién tanto en
animales opidceo-dependientes como en sujetos intactos (Mucha et al., 1982; Carr et al.,
1989; Shippenberg y Bals-Kubik, 1995; Shippenberg y Elmer, 1998), lo cual sugiere la
existencia de una via de opidceos endogenos que puede ser activada fasica o tonicamente
(Gestreau et al.., 2000; Shippenberg y Elmer, 1998). Anatdmicamente, se ha demostrado
que la administracion intra-Accumbens o intra-ATV de estos antagonistas opidceos provoca
aversion espacial condicionada en animales intactos. Mas atn, la actividad de las neuronas
dopaminérgicas que proyectan desde el VTA al NAcc es necesaria para que se produzcan
los efectos aversivos provocados por la administracion intra- ATV de estos antagonistas,
hecho que no es crucial en el caso de la administracion intra-NAcc o sistémica de estos
productos (Shippenberg y Bals-Kubik, 1995). Estos autores sugieren por tanto que, aunque
la inhibicion de la liberacion de dopamina que ocurre en respuesta a la administracion de
antagonistas opidceos intra-ATV es suficiente para provocar los efectos aversivos de estas
sustancias, ésta no es necesaria para la expresion de los efectos motivacionales aversivos de

los antagonistas opiaceos.
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Investigaciones mas recientes llevadas a cabo con ratones knockout han puesto de
manifiesto la implicacion de los receptores D, en el establecimiento del condicionamiento
aversivo hacia un lugar provocado por la induccion del sindrome de retirada de la morfina
(precipitado con naloxona) y en el condicionamiento de preferencia por un lugar inducido
por la administraciéon de morfina (Smith et al., 2002). Estos autores han demostrado que la
isoforma D,L del receptor dopaminérgico D, es critica en la adquisicion y/ o retencion de la
asociacion estimulo—contexto en el caso de la recompensa inducida por la administracion

de morfina y la aversion causada por el sindrome de retirada de la morfina.

1.3. OTRAS ESTRUCTURAS CEREBRALES DE CARACTER
APETITIVO.

Como se ha mencionado anteriormente, el condicionamiento de preferencias por un
lugar es considerado por la mayoria de los autores como un ejemplo de condicionamiento
clasico que permite a los animales predecir y adaptar su conducta ante eventos futuros en
funciéon de su experiencia previa (Bardo et al., 1995; Shippenberg y Elmer, 1998;
Tzschentke, 1998; Van Ree et al., 1999; Bardo y Bevins, 2000). Distintas investigaciones
revelan que existe una red neural adicional que subyace a esta conducta de aproximacion
condicionada o condicionamiento cldsico apetitivo y de la cual formarian parte estructuras
como el Cortex Cingulado Anterior, el Estriado Dorsomedial, la region Nuclear del Nucleo
Accumbens y el Nucleo Central de la Amigdala, asi como la influencia moduladora del
sistema dopaminérgico mesolimbico que se expresaria en el NAcc (Everitt et al., 2001; See,
2002). Las funciones de cada uno de estos nédulos atin no estan totalmente definidas pero
autores como Everitt y su grupo de Cambridge (2001) sugieren que el area del Cingulo
Anterior y la region Nuclear del NAcc podrian formar parte de un circuito cortico-estriado
que mediaria estos procesos asociativos pavlovianos y proporcionaria la direccion a las
respuestas de aproximacion. El area del Cingulo Anterior, a través de sus conexiones con
areas como el Nucleo Estriado Dorsomedial, podria afectar a la expresion conductual del
condicionamiento. En este sentido, recientes estudios han demostrado que la lesion del
Estriado Dorsomedial (4rea que recibe aferencias de Areas Prelimbicas y del Cortex
Cingulado Anterior, entre otras) impide principalmente la expresion del condicionamiento
de preferencias espaciales, efecto que no se observa cuando se lesiona el Estriado
Dorsolateral (Featherstone y McDonald, 2004). Igualmente, distintas investigaciones han

demostrado que la subregion nuclear del NAcc estaria directamente relacionada con el
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condicionamiento clasico, y particularmente con los aspectos contextuales de los estimulos
apetitivos, ya que su lesion deteriora los mecanismos implicados en el aprendizaje y la
memoria y por tanto, el establecimiento del condicionamiento y la respuesta de

aproximacion condicionada pavloviana (Everitt et al., 2001; See, 2002).

Relacionado con este circuito cortical que incluye el area del Cingulo Anterior y el
NAcc, se encuentra la Amigdala. Esta estructura ha sido relacionada con distintas formas
de condicionamiento tanto aversivo como apetitivo (aprendizaje de incentivo) (McDonald,
1998). Con respecto al condicionamiento clasico apetitivo, los resultados obtenidos en
distintos estudios muestran que el Nucleo Central de la Amigdala, desempenaria un papel
fundamental en la adquisicion de la conducta de aproximacion hacia los estimulos
discriminativos que han adquirido propiedades reforzantes mediante su asociacion repetida
con un reforzador primario (Everitt et al., 2001; See, 2002), mientras que su lesion atenua

esta respuesta condicionada.

El Nucleo Central de la Amigala, ademas de recibir informacion de estructuras
corticales sensoriales de orden superior, del area del Cingulo Anterior o del Nucleo
Basolateral de la Amigdala (McDonald y Jackson, 1987; para una revision ver McDonald,
1998), podria estar implicado en la regulacion de distintas respuestas autonomicas y
endocrinas a través de sus eferencias hacia estructuras como el Hipotdlamo o el Tronco
Cerebral, asi como en distintos procesos de activacion o arousal. Algunos autores proponen
que las proyecciones del Nucleo Central de la Amigdala a las neuronas dopaminérgicas del
ATV (Haber y Fudge, 2000), podrian regular la inervaciéon dopaminérgica del NAcc y por
tanto, la activacion conductual que vigoriza las respuestas de aproximacion. Asimismo, esta
regulacion dopaminérgica del NAcc podria potenciar el circuito area del Cingulo Anterior —

NAcc que proporciona la direccion de la conducta de aproximacion (Everitt et al., 2001).

Recientes investigaciones han planteado la posible implicacion del Nucleo
Basolateral de la Amigdala y la region del Subiculo Ventral del Hipocampo en el
establecimiento del condicionamiento de preferencias por un lugar. Mediante registros
electrofisiologicos se ha demostrado la existencia de una convergencia de aferencias
procedentes del Subiculo Ventral del Hipocampo y del Nucleo Basolateral de la Amigdala
en determinadas neuronas de la parte medial de la region capsular del NAcc. Este hecho
plantea la posibilidad de que, en esta region se lleve a cabo la integracion y asociacion de la

informacion procedente de estas distintas fuentes. Se considera que el Hipocampo esta
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relacionado con la codificacion de la informacion espacial asi como con el establecimiento
y almacenamiento de la configuracion relacional de los objetos y de los hechos del entorno.
Y que el Nucleo Basolateral de la Amigdala, desempefia un papel fundamental en el
establecimiento de asociaciones entre reforzadores primarios y estimulos condicionados.
Por tanto la convergencia de la informacion procedente de estas dos fuentes en el NAcc,
permitirian a estas células integrar dicha informacion y responder tanto ante la presencia de
un reforzador en una determinada configuracion espacial como ante estimulos predictores
de una determinada recompensa, generado asi las respuestas de aproximacion conductual
apropiadas propias del condicionamiento de preferencias por un lugar y de las funciones
relacionadas con la recompensa del NAcc (French y Totterdell, 2003). Asimismo, se ha
demostrado que el Nucleo Basolateral de la Amigdala desempefiaria un papel fundamental
en la modulacion de los procesos de consolidacion de la memoria que subyacen al
condicionamiento de preferencias por un lugar inducido por la comida, ya que el bloqueo
temporal de esta estructura con lidocaina tras el entrenamiento bloquea la adquisicion del
CPP, sin que se produzca este efecto cuando la lidocaina se administra previamente al

condicionamiento (Schroeder y Packard, 2000).

El Cortex Orbitofrontal también ha sido implicado en el aprendizaje apetitivo
(Gallagher et al., 1999; Tremblay y Schultz, 1999; Rolls, 2000; See, 2002). Esta region
podria desempefiar un papel fundamental en el control de los procesos motivacionales de la
conducta dirigida hacia una meta (Tremblay y Schultz, 1999), en la seleccion de la
respuesta (Gallagher et al., 1999) y en la formacién de asociaciones entre estimulos y
reforzadores (Rolls, 2000).
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2. RECOMPENSA Y APRENDIZAJE APETITIVO.

Como se ha visto hasta el momento, estd bien documentado que el sistema de
recompensa cerebral constituye el sustrato neural del fendmeno de Autoestimulacion
Eléctrica Intracerebral (Olds y Milner, 1954) y de los efectos reforzantes de las drogas de
abuso (para una revision ver Berridge y Robinson, 1998; Wise, 2002). Los componentes
esenciales de este circuito son el Area Tegmental Ventral (ATV) (origen del sistema
dopaminérgico mesolimbico), el nucleo Accumbens (NAcc) que constituye la interfaz entre
la motivacion y la accidn, y el Palido Ventral situado entre el NAcc y el Hipotdlamo Lateral
(HL), areas que por otra parte también han sido implicadas en el control de la ingesta de
alimentos (Yamamoto, 2006). Estas investigaciones muestran la existencia de cierta
superposicion entre el circuito de recompensa cerebral y las vias neurales implicadas en la
conducta de la ingesta (Wise y Rompre, 1989; Wise, 1996b; Yamamoto, 2006), asi como
una interrelacion entre la ingesta y distintas sutancias de abuso (Cooper y Higgs, 1994;
Bodnar, 1996; Carr, 1996; Gosnell y Levine, 1996; Vaccarino, 1996; Drewnowski, 1997).

2.1. APRENDIZAJE GUSTATIVO: PREFERENCIAS Y
AVERSIONES GUSTATIVAS.

El proceso de seleccion de alimentos estd guiado principalmente por la experiencia
previa de los sujetos con los distintos nutrientes. Generalmente, cuando un animal ingiere
por primera vez una sustancia, muestra neofobia, es decir inicialmente, tiende a rechazar o
ingerir con precaucion ese nuevo alimento, y solo posteriormente, va aumentando su
consumo como consecuencia de las sucesivas exposiciones asi como del aprendizaje de que
dicha sustancia es segura para su consumo. Mediante este proceso de atenuacion de la
neofobia los alimentos pueden ser clasificados en nutrientes de caracter familiar aversivo
(menos preferidos), novedoso y familiar-seguro (mds atractivo/apetitivos). Asi los estimulos

gustativos novedosos, irian modificando su valor hacia uno u otro de los extremos en
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funcion de la experiencia, hasta ser considerados como familiares y aversivos o apetitivos
(Bures et al., 1998).

Este hecho permite que mediante los indices gustativo/olfatorios principalmente, y a
partir de sus consecuencias inmediatas o metabolicas que los animales puedan: Evitar por
un lado, sustancias cuya ingesta va asociada a malestar y que podrian resultar nocivas para
la supervivencia (aprendizaje interoceptivo o aversivo gustativo); y por otra parte, establecer
preferencias e ingerir aquellos nutrientes necesarios para mantener el equilibrio
homeostatico (aprendizaje de preferencias gustativas) (Booth, 1985; Cooper y Higgs, 1996;
Bures et al., 1998; Welzl et al., 2001; Saper et al., 2002).

2.1.1. APRENDIZAJE DE PREFERENCIAS GUSTATIVAS.

El Aprendizaje de Preferencias Gustativas resulta especialmente adaptativo, ya que
en condiciones de privacion o en estados carenciales concretos (ej. déficit en sodio...), nos
va a permitir establecer asociaciones entre un determinado sabor y las consecuencias tanto
inmediatas (por ejemplo, buen sabor) como posteriores (metabolicas) que de su ingesta se
derivan (Parker et al., 1973; Puerto et al., 1976a; b; Puerto y Molina, 1977; Deutsch y
Tabuena, 1986; Le Magnen, 1992; 1999; Azzara y Sclafani, 1998; Perez et al., 1998;
Spector, 2000). Asi, es posible seleccionar en muchos casos, de una forma rapida y con el
menor riesgo posible, el alimento adecuado para mantener la homeostasis y los niveles de
animoacidos, vitaminas, proteinas, etc. dentro de unos parametros fisioldgicos normales
(Scott, 1990).

Pero los organismos pueden ingerir alimentos no s6lo como resultado de un estado
de desequilibrio energético interno, sino también en respuesta a las propiedades hedonicas o
agradables del alimento, a variables emocionales (por ejemplo estados de estrés, depresion),
o ambientales (disponibilidad del alimento, claves relacionadas con la comida, reforzadores
alternativos) (Leibowitz, 1982; Rolls, 1982; Siviy et al., 1982; Le Magnen, 1992, 1999;
Nencini, 1996; Davis, 1999; Kandel et al., 2000). En cualquier caso, parece claro que uno
de los principales factores que modula la capacidad reforzante de la comida es su sabor.
Aunque existen diferencias entre especies, generalmente se acepta que los organismos son
capaces de detectar cinco sabores basicos: dulce, salado, acido, amargo y umami. Estos

sabores son detectados por las papilas gustativas de la lengua y dicha informacion es

37



INTRODUCCION TEORICA

transmitida por los nervios Facial, Glosofaringeo y Vago hacia niveles superiones (ver
apartado “Bases neuro-anatomicas del aprendizaje aversivo gustativo” de este capitulo,
pagina 48). A nivel central, estudios electrofisiologicos han puesto de manifiesto la
existencia de células gustativas primarias localizadas en estructuras cerebrales relacionadas
con el procesamiento de los estimulos gustativos, por ejemplo el nucleo Parabraquial o la
Corteza Insular (Kiefer y Orr, 1992; Yamamoto et al., 1994; Phillips et al., 1997). Estas
células detectan la cualidad sensorial discriminativa del estimulo gustativo (dulce, salado,
etc.).

Pero cuando un estimulo gustativo es consumido no s6lo se detectan los aspectos
estrictamente sensoriales sino que también se perciben aspectos afectivos o reforzantes (si
es un sabor apetecible o desagradable) (Sewards, 2004). Una de las interacciones entre los
estimulos gustativos es la relacionada directamente con su impacto hedonico e intensidad.
La intensidad del estimulo gustativo depende de la concentracion, y se ha descrito una
relacion, en U invertida, entre ésta y su valor afectivo. Asi conforme se incrementa su
concentracion mas apetecibles suele ser, hasta un valor maximo de concentracién por
encima del cual, ese mismo estimulo suele resultar aversivo (Le Magnen, 1992;
Drewnowski, 1997).

Las conductas, incluyendo la aceptacion o evitacion, provocadas por los estimulos
gustativos van a depender principalmente de sus propiedades heddnicas, mientras que el
reconocimiento del sabor depende del procesamiento neural de la informacion puramente
discriminativa. Para poder evaluar el impacto hedonico que un estimulo gustativo causa en
un sujeto, se han desarrollado distintos instrumentos y procedimientos comportamententales
basados en el registro del consumo relativo de un determinado fluido o en el analisis de las
respuestas de reactividad al sabor como ocurre en el “Test de Reactividad Gustativa”
elaborado por Grill y Norgren (1978). Este test ha sido utilizado para determinar las
reacciones afectivas o hedonicas de un sujeto ante estimulos gustativos (Grill y Norgren,
1978). Estos autores comprobaron que las ratas intactas mostraban unos patrones de
respuestas faciales estereotipadas ante la infusion intraoral de estimulos gustativos. Dichas
reacciones se podian categorizar como hedonicas positivas (apetitivas) o aversivas
(rechazo). Se ha comprobado que estos patrones de respuestas se mantienen en humanos y
en otras especies animales (monos) (Grill y Norgren, 1978; Steiner et al., 2001). Por
ejemplo, en niflos el sabor a sacarosa origina expresiones faciales afectivas apetitivas, como

protusion de la lengua, sonrisa..., mientras que el sabor de la quinina, provoca respuestas de
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disgusto (por ejemplo, abrir la boca y fruncir el cefo, llanto, sacudidas de la cabeza, arrugar
la nariz...) (Steiner et al., 2001).

En general, se han descrito preferencias innatas en diferentes especies animales hacia
los sabores dulces y salados, asi como una tendencia a rechazar los sabores acidos o
amargos incluso en condiciones de privacion de alimento, aunque é€stas pueden verse
modificadas por el aprendizaje (Le Magnen, 1992; 1999; Drewnowski, 1997; Steiner et al.,
2001; Saper et al., 2002). Este hecho tiene un considerable valor adaptativo puesto que con
frecuencia los sabores acidos o amargos van asociados a sustacias toxicas o en mal estado, y
los sabores dulces y salados indican los nutrientes que son fundamentales para la

supervivencia.

Sin embargo, la importancia de las caracteristicas orosensoriales en el consumo de
alimentos se ha puesto de manifiesto sobre todo con los “estudios de cafeteria”. Estas
investigaciones han demostrado un aumento significativo en la ingesta de dietas con una
amplia variedad de sabores apetitosos (dieta de cafeteria), frente a la ingesta de dietas no
variadas (Novin, 1988; Martin et al., 1991; Rolls, 1997). Este aumento en la ingesta que
producen las dietas de cafeteria, puede deberse a que la saciedad estd en cierta medida

relacionada con el sabor (“saciedad sensorialmente especifica”).

Cuando se produce “saciedad sensorialmente especifica” se observa un descenso en
la actividad neuronal de la Corteza Orbitofrontal (Rolls, 1996). Rolls considera que esta
parte del cortex estaria implicada en el establecimiento de las asociaciones estimulo-
refuerzo y actuaria como una “funcion ejecutiva” en el control de la conducta
desencadenada en funcion del refuerzo o castigo (Rolls, 1996). Las sefiales del Cortex
Prefrontal serian procesadas a través del Estriado y el Nucleo Accumbens. Este Gltimo seria
una vez mas la interfaz entre la sefiales sensoriales procedentes del Cortex, la Amigdala y el
Hipocampo, y la respuesta motora conductual (Robbins y Everitt, 1996; Rolls, 1996;
Hoebel, 1997; Kalivas y Nakamura, 1999).

Con respecto al mecanismo neuroquimico que subyace a la hiperfagia propia de una
dieta variada y apetecible, con elevada “palatabilidad” (Le Magnen, 1992; Hetherington,
1996; Swithers, 1996; Rolls, 1997), un buen numero de investigaciones implican al sistema
de opiaceos endogeno. En efecto, se ha comprobado que la administracion de antagonistas

opiaceos (naltrexona), reduce el incremento en la ingesta sin afectar a la ingesta de comida
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normal (Cooper y Higgs, 1994; Le Magnen, 1992; Bodnar, 2004). En seres humanos la
administracion de naltrexona, no solo afecta a la cantidad de comida ingerida sino que
también provoca un descenso de la duracién de las comidas, asi como en el grado de

preferencia de los sujetos por alimentos apetitosos (Yeomans y Gray, 1997).

Resultados similares se han obtendido en animales. La administracion de naloxona
bloquea las preferencias gustativas que las ratas muestran por estimulos dulces como una
solucion de sacarina o de glucosa y reduce el consumo de dietas con alto contenido en
grasas (Le Magnen et al., 1980; Lynch, 1986; Le Magnen, 1990; Berridge, 1996; Yu et al.,
1999; Yeomans y Gray, 2002). Por el contrario, la administraciéon de agonistas opiaceos
como la morfina, o agonistas selectivos de receptores p(DAMGO, beta-endorfinas,
sustancias analogas a las encefalinas como RX 783030), incrementa la cantidad de comida
ingerida en condiciones de ingesta espontanea y la preferencia por soluciones con sacarina

(Sanger y McCarthy, 1981; Le Magnen, 1992; para una revision ver Bodnar, 2004).

Estos resultados han intentado determinar también si la administracion de opidceos
favorece la ingesta de nutrientes concretos o si, por el contrario tiene una accidn
indiferenciada en este sentido, favoreciendo la ingesta de sustancias previamente preferidas
por el sujeto. Los resultados obtenidos son controvertidos: Por una parte, existe evidencia de
que los opiaceos podrian actuar favoreciendo la ingesta de nutrientes en funcion de las
preferencias gustativas previas de cada sujeto (Evans y Vacarino, 1990; Gosnell et al., 1990;
Drewnowski et al., 1992; Doyle et al., 1993; Koch y Bodnar, 1994; Levine y Billington,
1997; Yeomans y Gray, 1997; 2002; Zhang y Kelley, 1997; Giraudo et al., 1999); mientras
que otras investigaciones muestran una actuacion especifica de estas sustancias opiaceas

sobre la ingesta de grasas (Marks-Kaufman y Kanarek, 1990; Levine y Billington, 1997).

Ambeas hipdtesis podrian no ser contradictorias si se considera el estado de privacion
del organismo. En este sentido Zhang y colaboradores han demostrado que en condiciones
normales, la administracion de agonistas opidceos provoca un aumento selectivo en la
ingesta de grasas, mientras que bajo un estado de privacion, los opidceos estimulan la
ingesta de alimentos en funcion de sus preferencias previas (Bodnar, 1996; Zhang et al.,
1998).

Otras investigaciones han corroborado la interrelacion existente entre el sistema de

opiaceos y la conducta nutritiva (Cooper y Higgs, 1994; Bodnar, 1996; Carr, 1996; Gosnell
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y Levine, 1996; Vaccarino, 1996; Drewnowski, 1997). Estudios llevados a cabo con seres
humanos y animales apuntan que los opiaceos podrian actuar modificando el valor heddnico
del estimulo gustativo empleado, produciendo asi un aumento en la ingesta (Le Magnen et
al., 1980; Berridge, 1996; Carr, 1996; Yeomans y Grey, 1997; 2002; Le Magnen, 1990; Li
et al., 2003). Por ejemplo, mediante el “Test de Reactividad Gustativa” se ha comprobado
que la administracion de morfina directamente en el NAcc (capsular) provoca reacciones
faciales afectivas similares a las observadas ante la sacarosa (Doyle et al., 1993; Pecifa y
Berridge, 2000). Asimismo en un estudio llevado a cabo en roedores intactos, se ha
comprobado que la reducciéon en la ingesta de una solucién de sucrosa al 20% tras la
administracion de antagonistas opidceos py k, es similar al descenso observado en la
ingesta de esta solucion, cuando se reduce la concentracion de sacarosa del 20 al 10%
(Bodnar, 1996).

Por otra parte, la ingesta de sustancias apetitosas (particularmente dulces) como
azucar, chocolate, etc., puede llegar a provocar un estado analgésico similar al observado
cuando se administran opidceos o al observado durante un estado de estrés, asi como un
efecto de tolerancia cuando se emplean de forma conjunta con farmacos opidceos o
sustancias analogas (Kanarek et al., 1997; 2000; D"Anci et al., 1997; Mercer y Holder,
1997). En ratas, la ingesta cronica de sacarosa también produce un estado de analgesia
similar al obtenido con morfina (D"Anci et al., 1997; Kanarek et al., 2000). Asimismo, la
exposicion repetida al chocolate provoca un descenso en la expresion de preproencefalinas
(PPE) en el NAcc (nuclear y capsular), y en el Estriado Dorsal y Lateral (Kelley et al.,
2003). Kelley y colaboradores sugieren que este resultado ocurre como un mecanismo de
compensacion en respuesta a la repetida exposicion a los opidceos liberados por la ingesta
de chocolate. Seglin estos autores, este efecto seria similar al observado cuando se produce
una exposicion cronica a la morfina, que desencadena un descenso en la expresion del
ARNm de de las PPE en los Nucleos Caudado y Accumbens. Igualmente se ha observado
que sujetos adictos a opidceos o alcohol muestran un aumento en el consumo asi como un
intenso deseo por los alimentos dulces cuando se encuentran bajo un estado de abstinencia.
Este hecho ha sido interpretado por algunos autores como un intento de suplir los efectos de
dichas sustancias, al menos parcialmente, con los opiaceos que se liberan por el consumo de
dulces (Mercer y Holder, 1997; Pelchat, 2002).

Mas alin, la ingesta de comidas apetitosas ha sido asociada con la liberacion de

opidceos enddgenos como las -endorfinas, en el fluido cerebroespinal y en el Hipotalamo
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(Dum et al., 1983; Yeomans y Gray, 2002), una estructura ésta que ha sido relacionada con

la ingesta y la recompensa inducida por la Autoestimulacion Intracerebral.

Por otra parte, distintos estudios han demostrado la existencia de numerosos
receptores opidceos Ly K, en estructuras cerebrales relacionadas con la ingesta (Gosnell et
al., 1986; Lynch, 1986; Carr et al., 1991; Gosnell y Levine, 1996; Giraudo et al., 1998 a; b)
y cémo éstos pueden verse afectados por la privacion de alimentos (Berman et al. 1994;
Carr y Papadouka, 1994; Koch y Bodnar, 1994; Wolinsky et al., 1994; 1996; Bodnar et al.,
1995; Bodnar, 1996; Leventhal y Bodnar, 1996; Stewart et al., 1996; Ragnauth et al., 1997).

En este mismo sentido, algunos autores han propuesto que, al igual que los opiaceos,
la actuacion de la dopamina sobre los receptores D, localizados en el NAcc, provocaria un
aumento en la valoracion hedonica de la comida, lo que a su vez facilitaria la ingesta de
aquellos nutrientes que son preferidos por el sujeto (Cooper et al., 1992). Ademas existe una
manifiesta interacciéon entre el sistema de opiaceos y el sistema dopaminérgico
mesolimbico. La actividad opidcea podria actuar modulando la actividad de los receptores
D; y D, de la via mesocorticolimbica, a través de la union a receptores opiaceos del Area
Tegmental Ventral y del Nucleo Accumbens (Gosnell et al., 1986; Evans y Vacarino, 1990;
Carr y Papadouka, 1994; Hobbs et al., 1994; Schaeffer et al., 1994; Moufid-Bellancourt et
al., 1996; Nencini, 1996; Zang y Kelley, 1997; Carr y Kutchukhidze, 2000).

Otras sustancias relacionadas con el aumento en la valoraciéon hedonica de los
estimulos gustativos son las Benzodiacepinas (Cooper y Higgs, 1996). Distintos autores
sugieren que estas sustancias actllan directamente sobre los procesos relacionados con la
“palatabilidad” facilitando una valoracion hedonica positiva (Treit y Berridge, 1990). Como
consecuencia, se incrtementan los patrones de ingesta y los factores incentivos que provoca
una conducta de aproximacion hacia la comida (Cooper y Higgs, 1994; 1996; Berridge y
Pecifa, 1995; Berridge y Robinson, 1998). Utilizando tests de preferencia por un sabor, se
ha demostrado que la administracion de benzodiacepinas aumenta las preferencias por los
sabores dulces, salados asi como por soluciones caloricas como la sacarosa o las
emulsiones lipidicas (Cooper y Higgs, 1994; 1996). Asimismo, estudios realizados con el
Test de Reactividad Gustativa, muestran que las benzodiacepinas potencian las reacciones
afectivas ante la ingesta de sustancias apetitivas, no viéndose afectadas las respuestas

aversivas (Treit y Berridge, 1990). Aunque posteriormente, se ha comprobado que la
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administracion de estas sustancias inhibe el efecto aversivo (sabor amargo) que provocan

sustancias como la quinina (Cooper y Higgs, 1994; 1996).

Dado que tanto las benzodiacepinas como los opidceos acttian modulando la
“palatabilidad” de los estimulos gustativos, se ha examinado si existe una interaccion entre
ambos sistemas (Stapleton et al., 1979; Birk y Noble, 1981; Britton et al., 1981; Berridge y
Pecifa, 1995; Cooper y Higgs, 1996; Basso y Kelley, 1999). En efecto, se ha comprobado
que la administracion de antagonistas opiaceos (naloxona) bloquean la hiperfagia inducida
por las benzodiacepinas (Stapleton et al., 1979; Birk y Noble, 1981; Britton et al., 1981).
Una de las regiones anatomicas donde podria producirse esta interaccion es en el Complejo
Parabraquial, ya que posee células que procesan las propiedades sensoriales y las cualidades
hedonicas de los estimulos gustativos (Yamamoto et al., 1994; 1998), dispone de receptores
para ambos sistemas de neurotransmision (Mansour et al., 1988; Higgs et al., 1993) y esta
considerado como una estructura clave en el control de la ingesta (Fulwiler y Saper, 1984;
Nagai et al., 1987; Takaki et al., 1990; Krukoff et al., 1993; 1994; Moufid-Bellancourt y
Velley, 1994).

En cualquier caso, las propiedades reforzantes de los alimentos no son constantes
sino que dependen de variables como la experiencia previa del sujeto o su estado interno
(Berridge, 1991; Hyde y Witherly, 1993; Berridge, 1996, 2000; Hetherington, 1996;
Swithers, 1996; Nader et al., 1997). Existe un interrelacion entre la caracteristicas
hedoénicas de los alimentos y las necesidades internas del organismo (Cabanac, 1971; Van
Itallie y Kissileff, 1983; Le Magnen, 1992; 1999). Cualquier cambio en el medio interno o
el aprendizaje del sujeto pueden modular las propiedades reforzantes de un alimento,
haciendo que éste sea mas o menos atractivo (Berridge, 1991; Hyde y Witherly, 1993;
Berridge, 1996; 2000; Hetherington, 1996; Swithers, 1996; Nader et al., 1997). Cuanto
mayor sea el estado de privacion general o de un determinado macronutriente particular,
mas apetitosos resultaran los alimentos presentados y mayor serd la cantidad ingerida
(Cabanac, 1971; Le Magnen, 1992; Rigaud et al., 1994; Davis, 1999). En otras palabras, el
valor hedonico de un estimulo gustativo puede venir determinado por las caracteristicas
orosensoriales propiamente dichas, pero también por el resultado de un aprendizaje en el
que asocie dicho sabor a los beneficios metabolicos que proporciona su ingesta
(restablecimiento del equilibrio interno) (Le Magnen, 1990; Carr, 1996; 2002; Nencini,
1996; Saper et al., 2002).
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En relacion con este fenomeno Cabanac introdujo el concepto de “aliestesia” segiin
el cual la percepcion afectiva de un estimulo puede cambiar como consecuencia de las
fluctuaciones en el estado fisiologico interno del sujeto (Cabanac, 1971; Bernardis y
Bellinger, 1998; Epstein et al., 2003). Este autor consiguié una reducciéon en el valor
hedonico de estimulos gustativos mediante cambios en el estado interno, inyectando glucosa
directamente en el estdmago (Cabanac, 1971; Rolls, 1997). Resultados similares han sido
obtenidos por Grill y Norgren mediante el empleo del “Test de reactividad gustativa”. En
este estudio, se demostrd que mientras que las ratas intactas mostraban reacciones faciales
afectivas caracteristicas de un estimulo hedonicamente positivo ante la sacarosa, cuando
¢ésta fue asociada al cloruro de litio, cambiaban su respuesta, mostrando conductas propias
de rechazo o aversion (Grill y Norgren, 1978). Asimismo Berridge (1991) ha demostrado
que tanto la privaciéon como la saciedad (en general o saciedad sensorialmente especifica)
modula la dimension afectiva del sabor (o palatabilidad) tanto en la valoracion hedonica

como en la aversiva.

En la misma linea Rolls y colaboradores, han comprobado un aumento en la
actividad celular de regiones cerebrales como el Cortex Orbitofrontal Caudolateral o el
Hipotalamo Lateral ante la presencia de nutrientes. Estos estudios han puesto de manifiesto
que estas células s6lo modifican su respuesta ante la presencia de alimentos si el animal esta
privado, no activandose cuando el animal se encuentra saciado en general o con respecto al
mismo alimento administrado repetidamente (Rolls et al., 1976; Rolls et al., 1979; Rolls,
1973; 1997). Estas neuronas que se activan ante la comida cuando el animal esta privado
coinciden anatomicamente con las activadas mediante la AEIC en las mismas areas (Rolls et
al., 1980; Rolls, 1999).

Por otra parte, la ingesta de alimentos con elevada “palatabilidad” provoca un
aumento en la liberacion de dopamina en el Cortex Prefrontal (CPF) y en el NAcc capsular.
En el NAcc se produce una rapida habituacion de este efecto, no observandose asi en el
CPF. Esta sensibilidad del Nacc a la habituacion depende del estado motivacional del
sujeto, siendo menor en el caso de estados de privacion (Di Chiara y Tanda, 1997). En
consecuencia estos autores sugieren que la activacion dopaminérgica mesolimbica no
codifica la saliencia motivacional de forma genérica, sino que estaria implicada solo en la
codificacion de estimulos concretos que por sus caracteristicas de novedad, aversividad u
ocurrencia bajo condiciones de privacion, poseen un elevado impacto motivacional para el

sujeto (Bassareo y Di Chiara, 1997).
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En el caso del Cortex Orbitofrontal, su funcion estaria relacionada probablemente
con la saciedad sensorialmente especifica (Rolls, 1997; Hinton et al., 2004; O’Doherty,
2004). La Corteza Insular por su parte, jugaria un papel fundamental en la “aliestesia”
(Small, 2002; Hinton et al., 2004). Todos estos planteamientos se han visto apoyados por
distintas investigaciones que se han valido de las técnicas de neuroimagen (tomogafia por
emision de positrones, PET) y han demostrado que durante el estado de hambre, se produce
una activacion de las estructuras que ya habian sido relacionadas con la regulacion de la
ingesta, como el Hipotilamo, la Amigdala, el Area del Cingulo Anterior o la Corteza
Insular, entre otras. Por el contrario, cuando el estado interno del organismo pasa de hambre
a saciedad, se observan cambios significativos en Areas Corticales Temporales y el Cortex
Orbitofrontal Lateral (Hinton et al., 2004). Por otra parte, mediante estudios
neurofisiologicos, Yamamoto y su grupo, han demostrado la existencia de las células
gustativas “secundarias” o hedonicas que se localizan en la periferia de la Corteza Insular
Granular Anterior, que se caracterizan por un patron de respuesta que puede modificarse
tras la adquisicion de aversiones gustativas en sujetos entrenados en un paradigma de
aprendizaje aversivo gustativo. Es decir, estas células que presentan una respuesta que,
podemos decir, de preferencia innata por un determinado sabor (sacarina), tras la
adquisicion de una aversion (mediante un procedimiento de aprendizaje aversivo gustativo),
cambian su patron de respuesta, mostrando una respuesta propia de rechazo (como la
respuesta ante la quinina) (Yamamoto et al., 1989). Un efecto similar se ha observado en
otras areas gustativas localizadas a niveles inferiores troncoencéfalicos y concretamente en
el NTS y el Complejo Parabraquial, aunque también en areas hipotalamicas (Schwartzbaun,
1983; Di Lorenzo y Hecht, 1993).

En resumen, parece claro que la privacion de alimento afecta al incentivo o al valor
reforzante de los alimentos, sin modificar la valoracion hedonica que los sujetos hacen de
los estimulos gustativos empleados (Epstein et al., 2003). Asi pues la motivacion para la
ingeta y el impacto hedonico de la comida (o palatabilidad), parecen ser procesos diferentes,
con sustratos neurales independientes (Berridge, 1996; Epstein et al., 2003). Pecifia y
Berridge (2000) sugieren que la ingesta de comida inducida por los opidceos, es
consecuencia de un aumento en el placer originado por la comida y por consiguiente, se
podria decir que el sistema de opidceos media la “palatabilidad” de los alimentos. Por su
parte Robinson y Berridge (2000) proponen que el sistema de dopamina y en particular el
sistema meso-Accumbens, seria el responsable de los cambios en la capacidad reforzante de

los alimentos. En efecto, investigaciones con técnicas de microdialisis muestran un aumento

45



INTRODUCCION TEORICA

en la liberacion de DA en el NAcc ante la presentacion de un sabor que previamente a sido
asociado a beneficios metabdlicos producidos por la inyeccion intragastrica una sustancia
nutritiva (Policose), no observandose este aumento en la liberacion de DA cuando el
estimulo gustativo presentado es asociado con un estimulo neutro (agua) (Mark et al., 1994).
Existen opiniones distintas y asi, otras investigaciones muestran que la dopamina no es
necesaria para la respuesta hedonica que se produce hacia los estimulos gustativos dulces, ni
para su discriminacion, puesto que en su ausencia (ratones manipulados genéticamente que
carecen de dopamina) el aprendizaje para el consumo preferencial de sustancias dulces no
queda afectado (Cannon y Palmiter, 2003; Cannon y Bseikri, 2004).

2.1.2. APRENDIZAJE INTEROCEPTIVO O AVERSIVO GUSTATIVO.

Como se acaba de mencionar anteriormente, existe evidencia de que los
mecanismos cerebrales de la recompensa estan interrelacionados de alguna manera, con los
sistemas aversivos, ya que un estimulo gustativo inicialmente apetitivo, puede
transformarse, a través del aprendizaje, en aversivo y por tanto, rechazado para su consumo
(Yamamoto et al., 1989; Sewards, 2004). Algunos autores consideran que durante el
aprendizaje aversivo gustativo se produce un cambio en la valoracion hedonica del estimulo
gustativo. En este sentido, se ha comprobado una reduccion en la ingesta y un aumento en
las respuestas afectivas de rechazo al sabor (Test de Reactividad Gustativa) en pruebas de
aprendizaje aversivo (Parker y Carvell, 1986; Parker, 1991). Y, al igual que sucedia en el
caso de la induccién de preferencias gustativas, este aprendizaje provoca cambios en la
actividad del sistema opidceo enddgeno, cambios que también han sido relacionados con

reacciones al dolor, malestar, agresion y estimulacion aversiva (Le Magnen, 1992).

El analisis de los mecanismos cerebrales implicados en el procesamiento aversivo,
sobre todo de origen visceral, se ha llevado a cabo, en parte, a través del denominado
aprendizaje aversivo gustativo o toxifobia, descrito por primera vez por J. Garcia y
colaboradores en los afios 50. Este fendmeno también denominado aprendizaje
interoceptivo, consiste en la tendencia a rechazar cualquier sustancia cuya ingesta haya sido
asociada previamente con un estimulo nocivo que genere malestar, generalmente de origen
visceral (Gallo y Puerto, 1986; Gallo et al., 1991; Yamamoto y Fujimoto, 1991; Spector et
al., 1992; Yamamoto et al., 1992; Agiiero et al. 1993a; b; Gu et al., 1993; Reilly et al.,
1993; Yamamoto, 1993; Sakai y Yamamoto, 1997; 1998). La asociacion que se produce
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entre ambos estimulos es tan sélida y duradera, que basta un sélo ensayo para que los
animales eviten el consumo de dicha sustancia, incluso aunque sea necesaria para su
supervivencia. Este proceso adquisitivo resulta de enorme valor adaptativo, ya que evita
que los sujetos ingieran sustancias que podrian resultarles fatales (Puerto y Molina, 1980;
Molina y Puerto, 1981).

En el ambito experimental este tipo de aprendizaje se ha establecido mediante la
asociacion de estimulos gustativos con un tratamiento que induce nauseas o malestar
gastrointestinal como por ejmplo, el cloruro de litio, la escopolamina, la rotacion corporal o
la irradiacion (Gallo y Puerto, 1986; Gallo et al., 1991; Yamamoto y Fujimoto, 1991;
Spector et al., 1992; Yamamoto et al., 1992; Agiiero et al. 1993a; b; Gu et al., 1993; Reilly
et al.,, 1993; Yamamoto, 1993; Sakai y Yamamoto, 1997; 1998). Aunque también se ha
comprobado que incluso algunas sustancias de abuso con un marcado efecto reforzante,
como la morfina, nicotina, etanol, cocaina, anfetaminas..., pueden asimismo actuar como
estimulos aversivos (Puerto y Molina, 1980; Molina y Puerto, 1981; Gamzu et al., 1985;
Parker y Carvell, 1986; Parker, 1991; Bechara et al., 1993; Sakai y Yamamoto, 1997; Bures
et al., 1998; Welzl et al., 2001).

2.1.2.1. CARACTERISTICAS DEL APRENDIZAJE AVERSIVO
GUSTATIVO (AAG).

Este tipo de aprendizaje presenta diversas caracteristicas que hacen que difiera de
los modelos tradicionales de aprendizaje asociativo y por ello es considerado por la
mayoria de los autores como un “aprendizaje especial” (Domjan, 1985; Bures et al., 1998;
Welzl et al., 2001). Mas aun, tedricamente se ha diferenciado entre el aprendizaje aversivo
gustativo concurrente, de cardcter implicito, y el AAG secuencial con caracteristicas
propias de los aprendizajes explicitos, relacionales (Mediavilla et al., 2001; 2005). Con
respecto a esta ultima modalidad hay que destacar la rapidez de adquisicion y resistencia a
la extincion. Y asi, un Unico ensayo de asociacion entre el estimulo gustativo y el estimulo
aversivo, es suficiente para establecer el aprendizaje tanto en condiciones naturales como
en el laboratorio (Garcia, 1990), perdurando dicho aprendizaje casi de forma indefinida
(Puerto y Molina, 1980). Por otra parte, y a diferencia de los modelos tradicionales de
aprendizaje, la mayoria de los organismos estan predispuestos para asociar preferentemente

determinados estimulos; en los mamiferos, por ejemplo, los estimulos gustativos son
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asociados facilmente a las consecuencias viscerales negativas de indole gastrointestinal,
mejor que a cualquier otra modalidad sensorial (especificidad sensorial) (Bures et al., 1998;
Welzl et al., 2001), especialmente cuando los estimulos son novedosos (Dogteron y Van
Hoff, 1988; Bures et al., 1998; Welzl et al., 2001). Ademas, este tipo de aprendizaje
relacional puede establecerse de forma efectiva sin que se requiera contigliidad temporal
entre los estimulos, permitiendo la existencia de amplios intervalos de tiempo (incluso

horas) entre el estimulo gustativo y el visceral (demora interestimular).

La peculiaridad del AAG es que reune todas estas condiciones de forma simultanea
permitiendo encuadrarlo dentro de los aprendizajes relacionales /explicitos biologicamente
especializados (Molina y Puerto, 1981; Mediavilla et al., 2001; 2005).

2.1.2.2. BASES NEURO-ANATOMICAS DEL APRENDIZAJE
AVERSIVO GUSTATIVO (AAG).

La necesaria convergencia neuronal de los estimulos (el estimulo gustativo y el
malestar visceral (Garcia et al., 1985) y del cambio en la valoracién heddnica de los
estimulos, ha llevado a intentar identificar el sustrato neuro-anatomico en el que se puede
producir tal asociacion (Yamamoto et al., 1991; Yamamoto, 1993; Sewards, 2004). La via
anatomica responsable de la informacién gustativa se origina en la cavidad orofaringea
con quimiorreceptores relacionados con la deteccion sensorial y el valor hedonico de los
estimulos nutritivos (Novin et al., 1981), con la seleccion de alimentos (Norgren, 1983) o
con el consumo energético e hidromineral (Norgren, 1984; 1985). Los receptores mas
proximos al tracto gastrointestinal han sido relacionados con diversos aspectos de la
conducta de ingesta en general y con procesos reflejos de defensa, como el vomito (Finger
y Morita, 1985). Toda esta informacion sensorial, es transmitida mediante tres Pares
Craneales distintos: Facial, Glosofaringeo y Vago (Hamilton y Norgren, 1984; Norgren,
1995; Rolls, 1997; Spector, 2000; Sako et al., 2000) (ver Figura 6).
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Figura 6. Representacion esquematica de las vias ascendentes gustativas en la rata. V, VII y XII,
Nucleos Motores Trigeminal, Facial e Hipogloso; VII, IX y X, axones de las fibras gustativas periféricas de
los Nervios Facial, Glosofaringeo y Craneal Vagal, respectivamente; NST, Nucleo del Tracto Solitario; PbN,
Nucleo Parabraquial; VPMpc, region Parvicelular del Nucleo Ventral Posteromedial del Talamo; GN,
Neocortex Gustativo; H, Hipotdlamo; A, Amigdala; NA, Nucleo Ambiguo; RF, Formacion Reticular

(Adaptado de Yamamoto, 1998; y Smith y Shepher, 2002).

Estos Pares Craneales (VII, IX y X) proyectan directamente hacia la zona rostral
del Nucleo del Tracto Solitario (NTSr), que constituye el primer relevo gustativo a nivel
central. Esta estructura se localiza en la region dorsomedial del Bulbo y es un centro
importante para la informacion relacionada, entre otras, con el tracto digestivo (Norgren y
Leonard, 1971; Norgren y Pfaffmann, 1975; Beckstead y Norgren, 1979; Contreras et al.,
1982; Shapiro y Miselis, 1985b; Powley et al., 1992; Andresen y Mendelowitz, 1996).

La informacion gustativa procedente del NTS rostral (NTSr) tiene su siguiente

relevo anatomico en el Nucleo Parabraquial (NPB), también llamado area gustativa pontina

(Norgren y Leonard, 1971; Fulwiler y Saper, 1984; Norgren, 1990). Concretamente, las
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fibras gustativas proyectan principalmente en el Nucleo Parabraquial Medial, en el Area del
“Waist” y en los subnucleos de la division Lateral: el Lateral Central, el Lateral Ventral y la
parte interna del subnucleo Lateral Externo (Herbert et al., 1990; Nishijo y Norgren, 1990,
1997; Whitehead, 1990; Halsell et al., 1996; Harrer y Travers, 1996; Halsell y Travers,
1997; Kobashi y Bradley, 1998; Sewards, 2004). A partir de aqui la informacion se dirige
hacia areas mas rostrales siguiendo dos trayectorias (Norgren y Leonard, 1971; Kiefer,
1985; Norgren, 1990; Bures et al., 1998; Reilly, 1999; Welzl et al., 2001): una via talamo-
cortical (Fulwiler y Saper, 1984; Dunn y Everitt, 1988; Norgren, 1990; Bures et al., 1998;
Welzl et al., 2001) y otra ventral (Fulwiler y Saper, 1984; Halsell, 1992; Bures et al., 1998;
Welzl et al., 2001).

La via talamico-cortical proporciona el sustrato de la sensibilidad gustativa a

nivel taldmico y cortical. Se dirige bilateralmente hacia la region Parvocelular del Nucleo
Ventral Posteromedial del Téalamo (VPMpc) o Nucleo Taldmico Gustativo (Norgren y
Leonard, 1971; Norgren y Pfaffmann, 1975; Cechetto y Saper, 1987; Norgren, 1995; Price,
1995; Lenz et al., 1997; Nakashima et al., 2000). Estas dos estructuras, el Talamo y el NPB,
envian proyecciones directas a la Corteza Cerebral (Norgren y Pfaffmann, 1975; Fulwiler y
Saper, 1984; Dunn y Everitt, 1988; Norgren, 1990), especificamente a la Corteza Insular
Disgranular y a la parte facial de la Corteza Somatosensorial (Yamamoto et al., 1980;
Cechetto y Saper, 1987; Norgren, 1985, 1995; Ogawa et al., 1992; Hanamori et al., 1997;
Reilly, 1998; Nakashima et al., 2000).

Las proyecciones directas que van desde el Complejo Parabraquial a la Corteza
Gustativa (Saper y Loewy, 1980; Fulwiler y Saper, 1984; Norgren, 1985, 1995; Price,
1995; Saper, 1995a), proceden de la subdivision Medial, del Area Waist y de los
subnucleos Ventral Lateral y Medial Externo (Fulwiler y Saper, 1984; Di Lorenzo y
Monroe, 1992; Saper, 1995a).

La via ventral se distribuye por distintas estructuras prosencefalicas y diencefalicas
relacionadas con la ingesta de agua y comida, asi como con aspectos afectivos y
mnemonicos del gusto. Las proyecciones mas intensas se dirigen hacia la division medial
del Nucleo Central de la Amigdala (CeM), al Nucleo Lecho de la Estria Terminal (NLET),
a la Sustancia Innominada (SI) y al Hipotdlamo Lateral (HL) (zonas que también recibe

proyecciones desde el NTS) (Norgren y Leonard, 1971; Fulwiler y Saper, 1984; Kiefer,
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1985; Dunn y Everitt, 1988; Norgren, 1990; Halsell, 1992; Reilly y Pritchard, 1996a; b;
Schul et al., 1996; Rolls, 1997; Spector, 2000).

En primates se observan algunas diferencias anatomicas en la transmision de la
informacioén gustativa, comprobandose que ésta se dirige directamente al Talamo y se
incorpora a la ruta ventral mediante conexiones descendentes desde las Cortezas Gustativas
Primaria y Asociativa (Rolls, 1997; Spector, 2000).

Con respecto a la informacion de origen visceral, se han propuesto dos sistemas de
deteccion y transmision de los estimulos viscerales hacia el SNC (ver Figura 7), uno
constituido por mecanismos neurales y otro mediante estructuras humorales. En efecto, el
sistema nervioso periférico parece desempeiar funciones de sistema sensorial interoceptivo
de caracter rapido. En este sentido, existe considerable evidencia de que la informacion
visceral procedente de los distintos receptores localizados a lo largo del tracto digestivo
puede ser detectada y transmitida mediante los nervios Esplacnicos (Mei, 1983) pero sobre
todo por el Sistema Parasimpatico y el Nervio Vago (Simansky et al., 1982; Jerome y
Smith, 1984; Sakaguchi y Yamazaki, 1986), el cual establece conexiones centrales en los
dos tercios caudales del NTS (Nauta y Feirtag, 1987; Rogers et al., 1995; Paton et al., 2000;
Ruggiero et al., 2000), pero también en el Nucleo Dorsomotor del Vago, en el Nucleo
Cuneatus Externo, en el Area Postrema, en el Nucleo Ambiguo y en el subnicleo principal
de la Oliva Inferior (Kalia y Mesulan, 1980; Fitzakerley y Lucier, 1988; Yamamoto et al.,
1992; Kobashi et al., 1993; Gieroba y Blessing, 1994; Knox et al., 1994; Yousfi-Malki y
Puizillout, 1994).

A partir del NTS caudal surgen un gran nimero de proyecciones hacia estructuras
cerebrales localizadas a distintos niveles de organizacion dentro del SNC (Sawchenko,
1983; Leslie et al.,, 1992; Zhang et al., 1992; Heimer, 1995), entre ellas al Nucleo
Dorsomotor del Vago (Sawchenko, 1983; Loewy, 1990b; Leslie et al., 1992), el Nucleo
Ambiguo (Sawchenko, 1983; Leslie et al., 1992) y el NPB (Loewy y Burton, 1978),
principalmente en la division lateral (Fulwiler y Saper, 1984; Herbert et al., 1990). Y
aunque, distintos estudios han demostrado la existencia de informacion visceral vagal tanto
en las divisiones medial como lateral del Complejo Parabraquial (Roger et al., 1979;
Hermann y Rogers, 1985; Bernard et al., 1994), hay que destacar sobre todos al subntucleo
Externo del NPB Lateral (Yamamoto et al., 1992; 1993; Gu et al., 1993; Hochstenbach et
al., 1993; Kobashi et al., 1993; Bernard et al., 1994; Gieroba y Blessing, 1994).
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IML

Figura 7. Sistemas de aferencias (A) y eferencias (B) viscerales del sistema nervioso autonomo. En la Figura A,
se identifican los grupos celulares que reciben aferencias directas desde el Nucleo del Tracto Solitario (NTS) o a través de
un relevo en el Nucleo Parabraquial (PB). Como puede comprobarse, se pueden identificar dos vias de proyecciones
ascendentes. Las proyecciones hacia el Nucleo Ventroposterior Parvocelular del Talamo (VPpc) y la Corteza Insular, que
se originan exclusivamente en el Nucleo Parabraquial de la rata, y aquellas que inervan el Hipotdlamo [incluyendo la
region ventral-anterior del tercer ventriculo (Av3v), el Nucleo Paraventricular (Pa) y el area hipotalamica lateral (LH)], el
Cortéx Infralimbico (ILC), y el prosencéfalo basal [incluyendo el Nucleo Lecho de la Estria Terminal (BST) y el Nucleo
Central de la Amigdala (CeA)] que se originan tanto en el Nucleo Parabraquial como en el Nucleo del Tracto Solitario. En
la Figura B, aparecen las principales eferencias hacia las neuronas preganglionares del Bulbo Raquideo y de la Médula
Espinal. Las vias directas hacia grupos neuronales preganglionares, estan representadas por lineas continuas. Las lineas
discontinuas representan las vias que se originan en estructuras cerebrales que proyectan en lugares premotores viscerales,
los cuales a su vez inervan los sistemas preganglionares. A5, grupos de células noradrenérgicas AS5; AMB, Nucleo
Ambiguo; DMV, Nucleo Dorsomotor del Vago; IML, columna celular intermediolateral; VM, Formacién Reticular

Medular ventral (Saper, 2004).
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Posteriormente, la informacidon visceral es transmitida hacia distintos nicleos del
Hipotalamo y el sistema limbico como el Nucleo Central de la Amigdala o el NLET (Saper
y Loewy, 1980; Fulwiler y Saper, 1984; Herbert et al., 1990; Krukoff et al., 1992; Bernard
et al., 1993; Granata, 1993; Alden et al., 1994; Bester et al., 1997; Saper, 2004). Aunque
también se ha descrito una proyeccion extratalamica que envia informacion masiva a la
porcion caudal del Cortex Insular Gustativo (Ito, 1992; 1994).

El segundo sistema de transmision de la informacion relacionada con los procesos
digestivos es de caracter humoral (Herbert et al., 1990; Sakai y Yamamoto, 1999). Este
sistema participaria en el procesamiento de sustancias toxicas presentes en el torrente
circulatorio y por su propia naturaleza, constituye una via de transmision mucho mas lenta
(Molina y Puerto, 1981). Es bien sabido que la barrera hematoencefalica impide el acceso
de numerosas sustancias al medio cerebral (Heimer, 1995). Sin embargo, el cerebro dispone
de estructuras especializadas (Organos Circunventriculares) que permiten detectar la
presencia de diversas sustancias en el riego sanguineo (Johnson y Loewy, 1990). El Area
Postrema (AP) es precisamente una de estas estructuras que a su vez transmite la
informacion recibida a otras regiones del SNC (Johnson y Loewy, 1990). Esta estructura ha
sido considerada como un centro emético (Adachi y Kobashi, 1985; Shapiro y Miselis,
1985a; Strominger et al., 1994), aunque también se ha relacionado otras funciones como la
ingesta de alimento (Edwards y Ritter, 1981; Adachi y Kobashi, 1985; Shapiro y Miselis,
1985a; Adachi et al., 1995; Stricker et al., 1997; Lutz et al., 1998b), la regulacién hidrica
(Johnson y Loewy, 1990; Rogers et al., 1995) o con diversas funciones de indole vascular
(Johnson y Loewy, 1990; Cai et al., 1994; Rogers et al., 1995; Hasser et al., 1997).

El AP también recibe informacion visceral vagal (Van der Kooy y Koda, 1983;
Shapiro y Miselis, 1985a, b; Herbert et al., 1990; Strominger et al., 1994), por lo que
algunos autores la han propuesto como una zona potencial donde se puede producir la
integracion de la informacion visceral humoral y vagal, asi como la transmision de ésta a
estructuras como el NPB (Langa y Van der Kooy, 1985; Suemori et al., 1994). Por otra
parte, el AP mantiene conexiones reciprocas con estructuras tales como el NTS, Nucleo
Dorsomotor del Vago y el Complejo Parabraquial (Cunningham et al., 1994), y
concretamente hacia los subnucleos Extremo y Externo del NPBI (Van der Kooy y Koda,
1983; Kobashi et al., 1993; Yamamoto et al., 1992; 1993).
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A partir de estos datos se pone de manifiesto el paralelismo existente entre las
aferencias viscerales y las correspondientes al procesamiento del gusto; asi como la
coincidencia anatomica de la informacion sensorial visceral y gustativa (Rogers et al.,
1979; Hermann y Roger, 1985; Cechetto, 1987; Di Lorenzo y Monroe, 1992), algo que
teoricamente podria ser relevante para dilucidar los mecanismos responsables del

aprendizaje asociativo (Garcia et al., 1968; Yamamoto et al., 1993).

En este sentido algunas de las principales estructuras mas estudiadas como
potenciales centros implicados en el establecimiento de las asociaciones gustativo-
viscerales y el cambio hedonico del estimulo gustativo (Chambers, 1990; Kiefer y Orr,
1992; Agiiero et al., 1993a, b; Mediavilla, 1995; Mediavilla et al., 2000; Yamamoto, 1993;
Bermudez-Rattoni y Yamamoto, 1998; Sewards, 2004) han sido el Complejo Parabraquial
(Gallo et al. 1988; 1991; Arnedo et al., 1990; 1991; 1993), la Amigdala (Gaston, 1978;
Dunn y Everitt, 1988) y la Corteza Insular, entre otras (Cubero et al, 1999; Kiefer y Orr,
1992; Bures et al., 1998; Sakai y Yamamoto, 1998; Reilly, 1999; Welzl et al., 2001).

En la actualidad, sin embargo, nuestro Grupo de Investigacion ha propuesto que
podrian existir diversas modalidades adquisitivas en el establecimiento de asociaciones
propias del aprendizaje aversivo gustativo (Mediavilla et al., 2001; 2005). En este sentido,
se han descrito al menos dos modalidades de aprendizaje diferentes y no redundantes, para
la adquisicion de aversiones gustativas y cada una de las cuales con circuitos anatomicos
particulares: El Aprendizaje Gustativo Concurrente o a Corto Plazo y el Aprendizaje
Gustativo Secuencial o a Largo Plazo (Arnedo et al., 1990; 1991; Gallo et al., 1991; Agiiero
et al., 1993) (ver Figura 8). Estas dos modalidades de aprendizaje difieren en numerosos
aspectos a la hora la induccion del aprendizaje correspondiente: Por ejemplo, en el
estimulo aversivo requerido, la via de administracion de los estimulos toxicos, pero sobre
todo en las demandas temporales de la tarea (Gallo et al., 1988; 1991; Arnedo et al., 1990;
1991; 1993).
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Figura 8. Modelo anatomico de las vias y ntcleos implicados en la transmision visceral y gustativa
relacionada con el aprendizaje aversivo gustativo concurrente y secuencial. Cb, Cerebelo; I-D, Region
Interposito Dentado; NPP, Nucleo Pedunculo Pontino; PBM, Nucleo Parabraquial Medial; PBLe, Nucleo
Parabraquial Lateral Externo; PBL, Nucleo Parabraquial Lateral; AP, Area Postrema; O.L., Oliva Inferior;

NTS, Nucleo del Tracto Solitario; A, Amigdala; T, Talamo. (Adaptado de Mediavilla et al., 2005).
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2.1.2.3. APRENDIZAJE GUSTATIVO SECUENCIAL O A LARGO
PLAZO.

A nivel procedimental, en este tipo de aprendizaje, generalmente se presentan
alternativamente (uno cada dia) uno de los dos estimulos gustativos, asociando la ingesta de
un sabor con la administracion de un producto inocuo (por ejemplo, suero fisiologico)
mientras que el otro sabor es emparejado con un estimulo visceral aversivo como el cloruro
de litio o la estimulacion eléctrica del AP entre otros (Gallo et al., 1988; Arnedo et al.,
1990; Mediavilla et al., 2000; Zafra et al., 2007). Por su parte, en el aprendizaje gustativo
apetitivo (en la induccion de preferencias gustativas) la ingesta de un sabor es asociada con
la administracion intragastrica de alimento o con estimulacion eléctrica intracerebral
(Puerto et al., 1976; Cubero y Puerto, 2000; Zafra et al., 2002; 2007). Habitualmente se
introduce también una demora entre el estimulo gustativo que consume el sujeto y la
administracion del estimulo aversivo o reforzante
asociados a éste (Sakai y Yamamoto, 1998) (ver Figura
9).

Figura 9. Procedimiento experimental seguido en la modalidad de

Aprendizaje Aversivo Gustativo secuencial o a largo plazo.

En esta modalidad de aprendizaje, han sido implicadas diversas estructuras
cerebrales que estan relacionadas también con el procesamiento de la informacion visceral.
Asi por ejemplo, lesiones del AP impiden el establecimiento del AAG inducido mediante la
administracion intravisceral de distintas sustancias aversivas como el LiCl o la apomorfina
(Ritter et al., 1980; Coil y Norgren, 1981; Agiiero, 1990; Bernstein et al., 1992) o el
metilnitrato de escopolamina, entre otros (Gallo et al., 1990). El AP proyecta directamente
al NPB Lateral (NPBI) (Langa y Van der Kooy, 1985; Yamamoto et al., 1992), y asi
lesiones de este subnucleo bloquean el AAG en las mismas condiciones en las que se
producia tras lesionar el AP (AAG demorado) (Agiiero et al., 1993a).
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2.1.2.4. Aprendizaje Gustativo Concurrente o a corto plazo.

El procedimiento conductual empleado en esta modalidad de aprendizaje consiste
en la presentacion diaria y al mismo tiempo de dos estimulos gustativos distintos durante
unos minutos (7 minutos) de modo que la ingesta de uno de los sabores es asociada a la
administracion simultanea de un producto aversivo (por ejemplo, cloruro de sodio
intragatrico) (Deutsch et al., 1976; Arnedo et al., 1993; Mediavilla et al., 2000) o apetitivo
(por ejemplo, alimentos predigeridos) (Puerto et al., 1976; Zafra et al., 2002; 2007). Por su
parte, el otro sabor suele ser asociado con la inyeccion intragastrica de un producto inocuo,
por ejemplo, suero fisiologico. Para que este aprendizaje pueda producirse se requiere que
el sujeto pueda detectar y procesar rapidamente la informacion de los estimulos gustativo y
visceral, solo asi ambos estimulos (el visceral y su correspondiente gustativo) podran

coincidir temporalmente y ser asociados.

Se ha comprobado que en este aprendizaje concurrente, juega un papel fundamental
el Nervio Vago (Arnedo et al., 1990; 1991; 1993) ya que, la interrupcion de esta via
nerviosa impide el aprendizaje (Arnedo y Puerto, 1986; Arnedo et al., 1990; 1991; Arnedo
et al., 1993; Zafra et al., 2006; 2007). Concretamente, la axotomia del sistema aferente
vagal o la administracion subdiafragmética de una neurotoxina como la capsaicina (Zafra et
al., 2006) interrumpe el AAG inducido mediante la administracion de sodio hipertonico
(Arnedo y Puerto, 1986; Arnedo et al., 1990; 1991; Arnedo et al., 1993).

Otra estructura relacionada con el aprendizaje aversivo gustativo concurrente es el
Cerebelo. Datos obtenidos en nuestro laboratorio confirman que la lesion de la region
Interpodsito-Dentado bloquea el aprendizaje aversivo gustativo concurrente, un aprendizaje
de tipo implicito, como también ocurre con el condicionamiento clasico (Mediavilla et al.,
1998). Asimismo lesiones en la Oliva Inferior, estructura aferente y posible relevo vagal
hacia el Cerebelo, provocan también la interrupcion del AAG a corto plazo (Mediavilla et
al., 1999).

Como se ha mencionado anteriormente, un relevo anatomico del eje vagal y del
NTS, es el NPB Medial (NPBm) (Agiiero y Puerto, 1986; Arnedo et al., 1991). Distintos
estudios han demostrado que esta estructura es esencial en el establecimiento de este
aprendizaje (Agiiero y Puerto, 1986; Agiiero et al., 1996). Contrariamente las lesiones del
NPBm no parece afectar al aprendizaje secuencial (Agtiero et al., 1996).
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Mas aun, recientes investigaciones han puesto de manifiesto que las conexiones con
el NPB Lateral Externo podria desempefiar un papel crucial en este tipo de aprendizaje
(Mediavilla et al., 2000; Zafra et al., 2002). En efecto, lesiones de este subnucleo impiden
el establecimiento del AAG en procedimientos de aprendizaje a corto plazo/ concurrente,
sin afectar al aprendizaje secuencial (Mediavilla et al., 2000). También se ha comprobado
que las lesiones del NPBle interrumpen el proceso de adquisicion de preferencias gustativas
concurrentes inducidas por la administracion intragéstrica de nutrientes predigeridos, sin

influir en el aprendizaje de tipo secuencial (Zafra et al., 2002).

De acuerdo con lo anterior, se puede proponer que el aprendizaje aversivo gustativo
o de preferencias gustativas se puede adquirir segin dos modalidades de aprendizaje: el
Aprendizaje Concurrente, que requiere procesamientos viscero-gustativos rapidos, con
contigiiidad inter-estimular y que deben producirse en las mismas condiciones en las que
adquirio el aprendizaje (implicito). Este aprendizaje implicaria mecanismos neurales de
deteccion visceral vagal (eje gastrico-vagal-NTSc-NPBm y NPBIle) (Agiiero y Puerto,
1986; Mediavilla et al., 2000; Zafra et al., 2002; 2006; 2007). El Aprendizaje Secuencial,
por su parte, es flexible, admite demoras entre estimulos (aprendizaje explicito) (Gallo et al.
1988; 1990; 1991; Arnedo et al., 1990; 1991; 1993), y estructruras como el Area Postrema
o el NPBI serian fundamentales (Arnedo et al., 1991; Arnedo et al., 1993; Mediavilla et al.,
2000; Zafra et al., 2002). En resumen, los animales pueden utilizar uno u otro, dependiendo
de los requerimientos temporales o del tipo de estimulo que se emplee que se procesaria a
través de uno u otro eje neuroanatdmico, cada uno relacionado con una u otra modalidad de
aprendizaje (Kiefer, 1985; Grant, 1987; Arnedo et al., 1990).
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3. ANATOMIA Y CITOARQUITECTURA DEL
COMPLEJO PARABRAQUIAL

El Complejo Parabraquial, también denominado nucleo marginal del Braquium
Conjuntivum (BC), estd constituido por un conjunto de neuronas que rodean al Pedunculo
Cerebeloso Superior (PCS) a lo largo del Puente dorsolateral (Fulwiler y Saper, 1984;
Block y Hoffman, 1987). Este complejo puede subdividirse en dos grandes areas, segun su
posicién con respecto al BC: La zona mas anterior y dorsal al BC es el Area Parabraquial
Lateral (NPBI) y el area més caudal que ocupa la zona ventral y el tercio dorsomedial al
BC, que se conoce como Nucleo Parabraquial Medial (NPBm). Ademas la extension
ventrolateral conocida como “Nucleo de Kolliker-Fuse”, también forma parte de este

Complejo Parabraquial (ver Figura 10).

En los tultimos afos, se han descrito hasta catorce subnucleos parabraquiales
distintos (ver Figura 11), que difieren tanto a nivel citoldégico como en cuanto a las
conexiones anatdmicas, aferentes y eferentes, que mantienen (ver Figuras 11, 13 y 14), asi
como en los tipos de neurotransmisores que utilizan (Fulwiler y Saper, 1984; Milner et al.,
1984; Milner et al., 1986; Pammer et al., 1988; Paxinos y Watson, 1996).
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Figura 10. Secciones transversales del Area Parabraquial (en color azul) y del Nucleo Kélliker-Fuse
(en color naranja) en direccion rostro-caudal. En los laterales se indica la distancia en milimetros respecto al

plano interaural (Adaptado de Paxinos y Watson, 1996).
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Figura 11. Subnticleos que forman el Complejo Parabraquial (Bregma = -9.16 mm). Abreviaturas:
KF: Nucleo Kélliker Fuse; LPBC: Subnucleo Parabraquial Lateral Central; LPBCr: Subnucleo Parabraquial
Lateral Creciente; LPBD: Subnticleo Parabraquial Lateral Dorsal; LPBE: Subnticleo Parabraquial Lateral
Externo; LPBI: Subnucleo Parabraquial Lateral Interno; LPBV: Subnucleo Parabraquial Lateral Ventral;
MPB: Nucleo Parabraquial Medial; MPBE, Subnticleo Parabraquial Medial Externo (adaptado de Paxinos y
Watson, 1996).
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3.1. NUCLEO PARABRAQUIAL MEDIAL (NPBm).

El NPBm esta formado por una poblacion heterogénea de células que ocupan una
posicion ventral y medial con respecto al BC. Morfologicamente se han diferenciado
basicamente tres tipos de células: Una poblacion de neuronas pequeiias y redondeadas que
ocupan los dos tercios caudales del nicleo. Un segundo grupo de células de mayor tamatfio,
fusiformes y multipolares concentradas en una posicion horizontal, aunque también se han
encontrado en los dos tercios caudales del nlicleo pero concentradas principalmente en el
borde ventro-lateral. Y por ultimo, una poblacion de neuronas poligonales de tamafio medio
situada en los dos tercios rostrales del area medial. Existe un excepcion a esta
heterogeneidad y es el Subnucleo Medial Externo. Estd constituido por neuronas
multipolares con largos axones orientados horizontalmente que constituyen una banda
estrecha que se interpone entre el Nucleo Kolliker y el Pedunculo Cerebeloso Superior
(Fulwiler y Saper, 1984; Davis, 1991).

3.1.1. AFERENCIAS DEL NUCLEO PARABRAQUIAL MEDIAL.

Mediante estudios de trazado anatdmico con Peroxidasa (HRP) se ha comprobado
que las principales aferencias que recibe el NPBm (ver Figura 13) proceden del area
anterior del NTS, area Bulbar relacionada con el procesamiento gustativo y que constituye
asi el principal relevo anatomico de la informacion gustativa hacia estructuras superiores
(Norgren y Pfafmann, 1976; Fulwiler y Saper, 1984). Los estudios neurofisioldgicos
confirman también la existencia de esta importante proyeccion aferente gustativa desde
distintas zonas del NTS al NPBm (Ogawa et al., 1984; Hayama et al., 1987; Travers et al.,
1987; Di Lorenzo, 1988; Travers, 1988).

También se han descrito aferencias viscerales vagales que proyectan al NPBm a
través de fibras ventrolaterales que parecen converger y solaparse con las fibras gustativas
(ver Figura 12) (Hermann y Rogers, 1985; Kobashi y Adachi, 1986; Han et al., 1991).
Investigaciones llevadas a cabo con c-Fos, confirman que el NPBm procesa la informacion

de tipo gustativo y visceral vagal (Kobashi et al., 1993).
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——_ REPRESENTACION SENSORIAL

77/, REPRESENTACION HEDONICA

Figura 12. Localizaciéon de las representaciones heddnica y sensorial del gusto en el Complejo
Parabraquial. Abreviaturas: bc, Braquio Conjuntivo; KF, Nucleo Kolliker-Fuse; PBcl, Subntcleo Lateral
Central; PBcm, Subntcleo Medial Central; PBdl, Subnucleo Lateral Dorsal; Pbeli, parte interna del
Subnucleo Lateral Externo; Pbelo, parte externa del Subnucleo Lateral Externo; Pbem, Subnucleo Medial
Externo; Pbil, Subniicleo Lateral Interno; PBvl, Subnticleo Ventrolateral; PBw, Area Waist. (Adaptado de
Sewards, 2004).

Finalmente, el NPBm también recibe aferencias de distintas areas del prosencéfalo
basal como el Nucleo Central de la Amigdala, la Sustancia Innominada y el Nucleo Lecho
de la Estria Terminal asi como de la Corteza Insular Posterior (Moga et al., 1990; Di
Lorenzo y Monroe, 1992). Mediante técnicas de trazado axonico anterdgrado y retrogrado,
se ha comprobado que el NPBm mantiene conexiones reciprocas con el Cortex Frontal y
que tanto este nucleo como el NTS reciben un control centrifugo desde areas corticales
frotales, principalmente insulares (ver Figura 13) (Saper, 1982; Shipley y Sanders, 1982;
Shipley y Geinisman, 1984).
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Figura 13. Representacion esquematica de las fibras aferentes al Complejo Parabraquial. En color
negro aparecen las aferentes del Nucleo Parabraquial Lateral (PBI) y en rosa, las correspondientes al Nucleo
Parabraquial Medial (PBm). Abreviaturas: AR, Nucleo “Arcuate” del Hipotalamo; AP, Area Postrema; CeA,
Nucleo Central de la Amigdala; DM, Nucleo Dorsomedial del Hipotdlamo; L, Hipotdlamo Lateral; LL]II,
Laminas 1 y 2 de la Sustancia Gris Medular; LPO, area Preoptica Lateral; MnPO, Nucleo Predptico Mediano;
NLET, Nucleo Lecho de la Estria Terminal; NRQ, Nucleo Retroquiasmatico; NTS, Nucleo del Tracto
Solitario; RAFE, Nucleos del Rafe: DR, Nucleo Dorsal del Rafe y SCR, Nucleo Superior Central del Rafe;
PV, Nucleo Paraventricular del Hipotdlamo; SI, Sustancia Innominada; VM, Nucleo Ventromedial del

Hipotalamo; X, Décimo par craneal (Vago) (Adaptado y modificado de Saper y Loewy, 1980).

3.1.2. EFERENCIAS DEL NUCLEO PARABRAQUIAL MEDIAL.

El NPBm envia conexiones eferentes que proyectan hacia distintas estructuras
mesencefalicas y diencefalicas (ver Figura 14). Asi, esta estructura mantiene amplias
conexiones con el Hipotadlamo (a excepcion de los Cuerpos Mamilares), principalmente con
la zona posterior del Hipotalamo Lateral (Fulwiler y Saper, 1984; Ferssiwi et al., 1987;
Bester et al., 1997).

Se han descrito eferencias de toda la parte medial del PB hacia el Complejo
Ventrobasal del Tdlamo (zona que ha sido identificada como éarea receptiva gustativa),
sobre todo a la parte mas ventral (Fulwiler y Saper, 1984; Halsell, 1992; De Lacalle y
Saper, 2000).
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Otros haces de fibras procedentes del NPBm asi como del area “Waist” (zona que
comprende la parte dorsal del NPBm y el NPB Lateral Ventral, solapandose en parte con el
PCS, ver Figura 12) finalizan en el Nucleo Central y Basolateral de la Amigdala (BLA) asi
como en la Corteza Amigdalina (CoA) (Saper y Loewy, 1980; Fulwiler y Saper, 1984;
Bernard et al., 1993) y el area de transicion amigdalopiriforme (Santiago y Shammah-
Lagnado, 2005).

También, se ha demostrado que el Cortex Lateral Frontal, Insular e Infralimbico
reciben numerosos axones de neuronas multipolares de la zona caudo-medial asi como del
Subnucleo Medial Externo del Parabraquial (NPBme) (Fulwiler y Saper, 1984; Bernard et
al., 1991; Halsell, 1992; De Lacalle y Saper, 2000). En efecto, estudios con marcadores
retrogrados demuestran una conexion desde los dos tercios mas caudales del NPBm hasta la
capa Agranular y Granular de la Corteza Insular Anterior y Posterior (zonas implicadas en
el procesamiento de la informacion de tipo gustativo y visceral, respectivamente) (Saper y
Loewy, 1980; Fulwiler y Saper, 1984; Yasui et al., 1985; Cechetto y Saper, 1987; Ito,
1992).

Por tltimo, otras zonas de proyeccion eferente del NPBm incluyen el Nucleo
Ambiguo (Fulwiler y Saper, 1984), la parte medial del Nucleo Espinal Trigeminal
(Hayakawa et al., 1999), el Sistema Reticular (Holstege, 1988), la Sustancia Innominada, el
Globo Palido ventral; el Area Subestriada, el “Fundus Striati” (o Nucleo Intersticial de la
parte posterior del Miembro de la Comisura Anterior) y la Zona Incierta (Fulwiler y Saper,
1984; Bernard et al., 1993; Alden et al., 1994).

3.2. NUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL (NPBI).

El Nucleo Parabraquial Lateral esta situado en una posicion mas anterior y dorsal al
BC y termina en la entrada del Pedunculo (Saper y Loewy, 1980). Esta constituido por un
conjunto de subnucleos celulares que poseen unas caracteristicas morfologicas homogéneas

y una posicion espacial que los hace facilmente disociables, asi tenemos (ver Figura 11):
1. EI Nucleo Lateral Superior (s) que constituye la subdivision principal y estd

formado por neuronas multipolares o piramidales de tamafio mediano y que se

extienden dorsalmente al nivel en que el Coliculo Superior se separa del puente.
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2. El Nucleo Lateral Interno (i), formado por células redondeadas y que ocupa una

posicion mas medial y posterior que el lateral superior.

3. El Nucleo Lateral Central (c), es el mayor de los subnucleos laterales y ocupa la
mayor parte de la superficie dorsal del PCS en los dos tercios rostrales del NPB.
Se compone de neuronas ovoides o fusiformes, ventrolaterales a la Sustancia Gris
Central, y su extremo posterior lo delimita el ensanchamiento del Pedunculo
Cerebeloso Superior. El extremo mas ventrolateral de este subnticleo ha sido

denominado NPB Lateral “Creciente”.

4. El Nucleo Lateral Ventral (v) que consiste en una banda de células de gran

densidad, localizadas en una posicion ventrolateral al ntcleo central.

5. El Nucleo Lateral Dorsal (d), que es un ciimulo de neuronas pequeiio cuyo

limite dorsal es el Tracto Espinocerebral y el ventral es el Nucleo Central.

6. El Nucleo Lateral Externo (e) y el Nucleo Lateral Extremo (ex). Estos dos
subnucleos se localizan en el extremo mas lateral y estdn constituidos por células
multipolares de mayor tamafio. Los limites entre ambos son facilmente
distinguibles: el Nucleo Lateral Externo se extiende mas caudalmente, casi en el
punto en que el PCS hace contacto con la superficie dorsal del puente y lo rodea
por su borde dorsolateral (Fulwiler y Saper, 1984; Moga et al., 1990); mientras que
el Nucleo Lateral Extremo continGa y contacta en la zona mas lateral con el
Nucleo Medial, situado ventrolateralmente al BC (Fulwiler y Saper, 1984). Sin
embargo algunos autores los consideran como un unico agrupamiento (Swanson,
1992; Paxinos y Watson, 1996).

3.2.1. AFERENCIAS DEL NUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL.

El area Parabraquial Lateral recibe aferencias principalmente desde estructuras

troncoencefalicas como el NTS y desde areas viscerales implicadas en el control de

funciones autonomicas (Loewy y Burton, 1978).
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Aunque la parte caudal del NTS es el primer relevo anatémico central en la
transmision de la informacion visceral mediante el Nervio Vago y también de algunos
nervios Esplacnicos (Yuan y Barber, 1991), un grupo reducido de fibras vagales proyectan
directamente al NPBI (Herbert et al., 1990; Yuan y Barber, 1991; Yamamoto et al., 1992;
Saleh y Cechetto, 1993; Gieroba y Blessing, 1994; Karimnamazi et al., 2002) y
concretamente parece que el Nucleo Parabraquial Lateral Externo es uno de los principales

objetivos de estos axones (Herber y Fliigge, 1995).

Mediante técnicas de trazado funcional con c-Fos y neurofisiologicas, se ha
comprobado que la porcién anterior gustativa del NTS proyecta a través de una via
gustativa dorsal, al subnucleo Central del area Lateral (Ogawa et al., 1984; Travers, 1988;
Yamamoto et al., 1992; Yamamoto et al., 1993). La porcion posterior del NTS, relacionada
con la transmisiéon de informacion visceral, proyecta directamente sobre el subnucleo
Externo, Ventral y Extremo (Yamamoto et al., 1993; Kobashi y Adachi, 1986; Kobashi et
al., 1993; Han et al., 1991).

El 4rea Postrema también envia proyecciones al subntcleo Extremo y Externo del
NPBI (Van der Kooy y Koda, 1983; Kobashi et al., 1993; Yamamoto et al., 1992;
Yamamoto et al., 1993), al parecer, a través de una via serotonérgica (Langa y Van der
Kooy, 1985; Miceli et al., 1987; Angel et al., 1993).

Ademas el NPBI, principalmente los subnucleos interno y central, recibe conexiones
directas desde la Médula (Laminas I y II), transmitiendo asi la informacion nociceptiva y
termorreceptiva (Yamada y Kitamura, 1992; Light et al., 1993; Slugg y Light, 1994; Saper,
1995 a; Mitchell et al., 2004).

Otras aferencias parabraquiales procedentes de estructuras diencefdlicas y
prosencefalicas son: Desde el Hipotdlamo, &reas Preoptica Lateral y Medial,
Paraventricular, Dorsomedial y Ventromedial, Lateral y Nucleo Retroquiasmatico, se
envian axones hacia los subnucleos Parabraquiales Central y Dorsal (Moga et al., 1990;
Krukoff et al., 1994). Estos subnucleos también reciben proyecciones desde el Cortex
Prefrontal Lateral e Infralimbico (Moga et al., 1990; Di Lorenzo y Monroe, 1992) (ver
Figura 13).
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3.2.2. EFERENCIAS DEL NUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL.

El Area Lateral del Complejo Parabraquial constituye un nucleo de relevo pontino
de informacion visceral que, mediante su sistema de conexiones eferentes, relaciona
estructuras inferiores con centros talamicos, hipotalamicos, limbicos y corticales (ver
Figura 14) (Fulwiler y Saper, 1984; Bernard et al., 1991; Halsell, 1992; Petrov et al., 1992a,
b; Bernard et al., 1993; Krukoff et al., 1993; Alden et al., 1994; Dobolyi et al., 2005). Este
area también envia eferencias descendentes hacia el NTS, el Bulbo Ventrolateral, la
Formacion Reticular Bulbar, los Nucleos del Rafe, el Complejo Nuclear Sensorial del
Trigémino y las Astas Dorsales Espinales (estas dos ultimas reciben proyecciones
procedentes casi exclusivamente del Nucleo de Kolliker-Fuse) (Fulwiler y Saper, 1984;
Herbert et al., 1990; Bernard et al., 1991; Halsell, 1992; Petrov et al., 1992a, b; Bernard et
al., 1993; Krukoff et al., 1993; Alden et al., 1994; Yoshida et al., 1997). También existen
proyecciones descendentes hacia motoneuronas faringeas procedentes de la porcion
ventrolateral del NPB (Nucleo de Kolliker, NPB Lateral Creciente y NPB Lateral Externo)
(Hayakawa et al., 1999).

Distintas investigaciones han demostrado que el NPBI envia numerosas fibras que
proyectan hacia distintas estructuras hipotalamicas, principalmente, al Area Predptica
Medial (desde del NPBIc y en menor medida desde el NPBle y NPBId); al Hipotalamo
Medial (desde el NPBI Superior, Central, Extremo, Dorsal y Externo); al complejo
Hipotaldmico Dorsomedial y Ventromedial (desde el NPBI Superior); al Hipotalamo
Lateral (desde el NPBI Externo, Medial Externo y del area Waist), al Nucleo
Paraventricular del Hipotalamo (desde los subnucleos PB Lateral Superior y Externo) y a la
Zona Incierta (desde el NPBI Ventral), al Area Retroquiasmatica, (desde el NPBI Superior
y Dorsal) y por ultimo se han establecido conexiones mas difusas entre los nucleos
Parabraquiales Laterales y otras dos areas hipotalamicas: las zonas Subfornical Tuberal y
Dorsomedial (Fulwiler y Saper, 1984; Bernard et al., 1991; Halsell, 1992; Bernard et al.,
1993; Krukoff et al., 1993; Alden et al., 1994; Bester et al., 1997; Dobolyi et al., 2005).

Las proyecciones eferentes hacia el Talamo proceden fundamentalmente de los
subnucleos Parabraquiales Laterales Dorsal y Externo con respecto al Nucleo
Paraventricular (Fulwiler y Saper, 1984; Halsell, 1992; Krukoff et al., 1993; Saleh y
Cechetto, 1993; Krout y Loewy, 2000); desde el NPBI Interno y en menor medida desde

subnucleos Mediales y Laterales hacia los Nucleos Intralaminares (Fulwiler y Saper, 1984;
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Halsell, 1992; Saleh y Cechetto, 1993; Krukoff et al., 1993; Krout y Loewy, 2000); desde
el NPB Lateral Ventral, Lateral Externo y Medial externo hacia el Nucleo Caudal
Ventromedial (nociceptivo) (Krout y Loewy, 2000), y por ultimo, se ha comprobado que
las células que rodean al Pedinculo Cerebeloso Superior, incluyendo los subnucleos
Mediales, ‘Waist’, Lateral Ventral y Lateral Externo proyectan sobre el Nucleo Ventral
Posterior Parvicelular (VPpc) Talamico (Krout y Loewy, 2000). Este sistema diencefalico
de multiples conexiones, parece estar implicado en el control de las funciones autondmicas,

nutritivas, endocrinas y viscerales (Norgren, 1985; Han et al., 1991).

Distintas investigaciones neurofisioldgicas y anatomicas, han puesto de manifiesto
la existencia de una amplia red de conexiones entre grupos celulares del Nucleo
Parabraquial (concretamente los subnucleos Lateral Externo, Central y Dorsal, Medial
Externo, y del area Waist) y diversas estructuras prosencefalicas (Saper y Loewy, 1980;
Fulwiler y Saper, 1984; Bernard et al., 1991; Halsell, 1992; Bernard et al., 1993; Alden et
al., 1994; Jia et al., 1994; De Lacalle y Saper, 2000; Dobolyi et al., 2005).

En este sentido se han identificado proyecciones anatomicas sobre el Nucleo Lecho
de la Estria Terminal, el 4&rea Amigdalina Anterior y los nicleos Ventral, Central, Medial y
Lateral de la Amigdala (Saper y Loewy, 1980; Fulwiler y Saper, 1984; Yamamoto et al.,
1984; Bernard et al., 1991; Halsell, 1992; Bernard et al., 1993; Alden et al., 1994; Jia et al.,
1994; De Lacalle y Saper, 2000; Dobolyi et al., 2005; Jia et al., 2005), la Sustancia
Innominada (Fulwiler y Saper, 1984; Bernard et al., 1993; Alden et al., 1994). Asimismo se
han descrito nuevas proyecciones eferentes desde el PBI hacia el Nucleo Intersticial de la
parte posterior del Miembro (limb) de la Comisura Anterior, la zona de transicion limbico-
olfatoria, el nucleo Lateral del Tracto Olfatorio y el Septum Lateral Anterior (Dobolyi et
al., 2005) (ver Figura 14).

Por ultimo, existen distintas areas corticales que reciben fibras procedentes del
NPBI como son el area Septo-Olfatoria, Cortex Prefrontal Medial, el Cortex Fronto-Lateral
y la Corteza Insular. Estas estructuras reciben informacion desde el NPBI Ventral y Externo
(Fulwiler y Saper, 1984; Halsell, 1992; Dobolyi et al., 2005). Ademas, la Corteza Insular
recibe proyecciones del NPBI de forma indirecta a través del Talamo (Lasiter, 1985; Lasiter
et al., 1985) y de una via polisindptica desde el Complejo Amigdalino (Yamamoto et al.,
1984; Lasiter y Glanzman, 1985).
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Figura 14. Representacion grafica de las fibras eferentes procedentes del Complejo Parabraquial: 1.
Parabraquial Lateral (PBI); 2: Parabraquial Medial (PBm). Abreviaturas: AA, Area Amigdalina Anterior;
Amb, Nucleo Ambiguo; ARH, Nucleo “Arcuate” del Hipotalamo; APOM, Area Predptica Medial; BLA,
Nucleo Basolateral de la Amigdala; BmA, Nucleo Basomedial de la Amigdala; BLAp, Nucleo Basolateral
Posterior de la Amigdala; CeA, Nucleo Central de la Amigdala; DM, Nucleo Dorsomedial del Hipotalamo;
DR, Nucleo Dorsal del Rafe; DBB, Ntcleo de la Banda Diagonal de Broca; HLA o L, Area Hipotalamica
Lateral; LPO, Area Predptica Lateral; MnPO, Nucleo Predptico Mediano; NLET, Nucleo Lecho de la Estria
Terminal; NTS, Nucleo del Tracto Solitario; VMb, Nucleo Ventromedial Basal del Hipotalamo; PHA, Area
posterior Hipotalamica; PV, Nucleo Paraventricular del Hipotdlamo; PVT, Nucleo Paraventricular del
Talamo; SCR, Nucleo Superior Central del Rafe; SI, Sustancia Innominada; SN, Sustancia Negra; VM;

Nucleo Ventromedial del Hipotdlamo; ZI, Zona Incierta (Adaptado de Saper y Loewy, 1980).
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3.3. SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION
LOCALIZADOS EN EL COMPLEJO
PARABRAQUIAL.

El Complejo Parabraquial y las funciones de indole gustativo, viscerosensorial y
nociceptivo que lleva a cabo (Fulwiler y Saper, 1984; Herbert et al., 1990; Bernard et al.,
1994; Yoshida et al., 1997; Gauriau y Bernard, 2002; Chen et al., 2004) implican un gran

numero de sistemas de neurotransmision, tanto excitadores como inhibidores.

En este sentido, se han identificado c€lulas colinérgicas y dopaminérgicas en las
vias descendentes desde el NPB Lateral hacia estructuras inferiores del Tronco Cerebral
(Katayama et al., 1984; Herbert et al., 1990; Yoshida et al., 1997; Kubo et al., 1998).

La funcion de GABA en el Complejo Parabraquial no ha sido limitada a la
transmision de informacién relacionada con el dolor, sino que se ha comprobado que la
presencia de GABA A en en el NTS y en las areas parabraquiales puede estar relacionada
con el procesamiento de la informacidon gustativa y con la funcién visceral (Kobashi y
Bradley, 1998). En este sentido, se ha comprobado que la administracion de
benzodiacepinas (sustancias que interactian con el receptor GABA) en el NPB provoca un
aumento en la ingesta como consecuencia de una potenciacion de la valoracion hedonica

positiva que el sujeto hace de un estimulo gustativo (Soderpalm y Berridge, 2000).

Por otra parte, algunos de los haces de fibras que establecen contactos con el Nucleo
Parabraquial, y que proceden del Area Postrema, liberan serotonina como neurotransmisor
(Langa y Van der Kooy, 1985). También se ha comprobado la presencia de fibras
serotonérgicas difusas en el Nucleo Parabraquial Lateral (Fay y Kubin, 2000). Asimismo,
se ha visto que la Fenfluramina (agonista serotonérgico) es procesada principalmente en el
NPBI Externo, y en menor grado en el NPB Medial, Lateral Dorsal, Nucleo de Kolliker y
Nucleo Cuneiforme, donde podria interactuar con el Sistema Opiaceo (Li y Rowland, 1993;
1995; Li et al., 1994).

Se han localizado notables cantidades de receptores opiaceos p y x en el Complejo

Parabraquial (Mansour et al., 1995), y mas concretamente se ha descrito la presencia de
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receptores opiaceos | en cuerpos celulares y ramificaciones dendriticas de las
subdivisiones Parabraquiales Lateral y Medial, relacionados, posiblemente, con la
modulacion del dolor, aunque también con el procesamiento de informacion
viscerosensorial relacionada con el gusto y la ingesta de alimento (Mansour et al., 1994;
Ding et al., 1996; Chamberlin et al., 1999; Mitchell et al., 2004).

La sintesis de opidceos enddgenos como las dinorfinas y las encefalinas en las
neuronas parabraquiales sigue un patrén diferencial, y asi se ha encontrado Pre-pro-
encefalina en los subnucleos Parabraquiales Laterales Externo, Ventral, Interno y Nucleo
de Kolliker, y Pre-pro-dinorfina en los subnticleos PBI Dorsal y PBI1 Central principalmente
(Hermanson y Blomqvist, 1997; Hermanson et al., 1998). En este sentido, se ha descrito
una proyeccion encefalinérgica desde el NTS al NPB, que posiblemente estaria implicada

en la regulacion de funciones autonomicas (Maley y Pantedn, 1988).

Por su parte, la Pre-Pro-orfanina ha sido localizada en la division Lateral del NPB y
en menor medida en el NPB Medial (Neal et al., 1999; 2003). Esta sustancia ha sido
implicada en multiples funciones tales como el control cardiovascular, el aprendizaje, la
ingesta o en las respuestas nociceptivas, haciendo descender el umbral del dolor (Akil et al.,
1997; Neal et al., 1999; 2003). También, se ha descrito una proyeccion eferente
peptidérgica del NPBI hacia los Nucleos del Rafe, que al parecer estaria relacionada con la
regulacion y el procesamiento sensorial del dolor y la analgesia (Saper y Loewy, 1980;
Fulwiler y Saper, 1984; Holstege, 1988; Petrov et al., 1992; Terenzi et al., 1992).

Otras sustancias presentes en el Complejo Parabraquial son las prostaglandinas.
Receptores EP3 y EP4 han sido identificados en distintos subnucleos del Parabraquial. Con
respecto a los receptores EP3 han sido localizados en los nucleos Lateral Externo, Dorsal
Lateral, Lateral Superior, Lateral Central y Kolliker-Fuse. Por su parte los receptores EP4,
se encuentran en el Nucleo Superior Lateral y la parte adyacente de los nucleos Lateral
Dorsal y Central del PB (Engblom et al., 2000). Los resultados obtenidos en este estudio
sugieren, segin estos autores, que estos receptores podrian mediar distintas funciones en el
PB como la regulacion de la presion arterial, la conducta ingestiva o el procesamiento de la

informacion nociceptiva.

Por otro lado, se han identificado receptores para el glutamato (neurotransmisor

excitador) del tipo GluRlo en los subnucleos PBI Central, PBl ‘Creciente’, Nucleo de
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Kolliker y area de ‘Waist’, y GluR2/3 en el NPBI Externo (Chamberlin y Saper, 1995;
Guthmann y Herbert, 1999).

Receptores adrenérgicos o, también han sido localizados en el Nucleo Lateral
Externo, el area Waist y el Nucleo Lateral asi como en el Nucleo Medial Externo del
Complejo Parabraquial y en menor medida en el PBm, y el Nucleo Lateral Interno (Kawai
et al., 1988; Herber y Fliigge, 1995).

Finalmente, se ha detectado la presencia de otros neurotransmisores en el NPBI tales
como el péptido relacionado con el gen de la calcitonina, hormona liberadora de
corticotropina, sustancia P, somatostatina, neurotensina, colecistoquinina, etc. (Kainu et al.,
1993; Saleh y Cechetto, 1993; Carlson et al., 1994; De Lacalle y Saper, 2000).
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4. ANATOMIA Y CITOARQUITECTURA DE LA
CORTEZA INSULAR.

La CI podria definirse como una franja de tejido cortical que se origina en el limite
superior del Surco Rinal, y se extiende dorsalmente hasta los bordes de las Areas
Somatosensoriales Primaria y Secundaria, y el Cortex Piriforme, limitando caudalmente
con el Cortex Perirhinal (ver Figura 15) (Kosar et al., 1986a; Cechetto y Saper, 1987;
Zilles, 1990; Saper, 1995, 2004; Shi y Cassell, 1998; Sewards y Sewards, 2001).

La CI es un area cortical heterogénea, en cuya dimension dorsoventral podemos
diferenciar tres regiones (granular, disgranular y agranular), atendiendo a su organizacion
citoarquitectonica y a las conexiones anatomicas que éstas mantienen (ver Figuras 16, 17 y
18) (Cechetto y Saper, 1987; McDonald, 1998; Shi y Cassell, 1998; Sewards y Sewards,
2001).

A nivel mas dorsal existe una region Granular. Esta zona se localizaria
inmediatamente ventral a las Areas Somatosensoriales Primaria y Secundaria (Shi y
Cassell, 1998). Debido a las aferencias viscerales que recibe, esta region es considerada
como un area cortical viscerosensorial general (Cechetto y Saper, 1987; Ogawa et al.,1990;
Zilles, 1990; Augustine, 1996; King et al., 1999; Zhang y Oppenheimer, 2000), en la cual
se observa una organizacion topografica, en la que las neuronas mecanorreceptoras que
responden a estimulos periorales y gastricos se localizan a nivel rostral y dorsal, junto al
area gustativa (disgranular), mientras que las que responden a funciones cardiovasculares o
respiratorias estarian localizadas caudalmente (Cechetto y Saper, 1987; Ogawa et al.,
1990). Este patron de organizacion diferenciado como el que presenta el NTS, proporciona
evidencia sobre el estricto mantenimiento de la ordenacion topografica que existe a lo largo

de la via visceral sensorial que va al cortex cerebral (Saper, 1995; 2004).

A continuacion, encontramos un darea intermedia que es fundamentalmente

Disgranular y que caudalmente, se fundiria de forma casi imperceptible con el Cortex
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Perirhinal (ver Figura 15). La parte anterior del Cortex Disgranular esta considerado por
algunos autores como el cortex gustativo primario en la rata (Kosar et al., 1986a; Cechetto
y Saper, 1987). Asi se ha demostrado que las neuronas gustativas que responden a los
cuatro sabores basicos (dulce, salado, amargo y acido) se encuentran principalmente en esta
region disgranular (aunque también se han descrito neuronas que responden
especificamente al sabor en la Corteza Insular Granular) (Cechetto y Saper, 1987; Ogawa et
al., 1990; Sewards y Sewards, 2001).

Figura 15. Representacion esquematica de la cara lateral del cortex de la rata, mostrando las
divisiones de la Corteza Insular. Abreviaturas: 35 y 36, Areas del Cortex Perirhinal; AUDp, Area Auditiva
Posterior; AUDv, Area Auditiva Ventral; Gu (d), Cortex Insular Gustativo Disgranular (en color verde claro);
Gu (g) Cortex Insular Gustativo Granular (en color verde oscuro); Iad, Cortex Insular Agranular Dorsal (en
azul claro); Iap, Cortex Insular Agranular Posterior (en azul oscuro); lav, Cortex Insular Agranular Ventral
(en azul turquesa); Visceral, Area Insular Visceral (PVg, Area Parietal Ventral Granular y PaRd, Area Parietal
Rinal Disgranular) (en rosa); LEA, Cortex Entorrinal Lateral; LO, Area Lateral Orbital; MEA, Cortex
Entorhinal Medial; MOp, Area Motora Primaria; MOs, Area Motora Secundaria; Pir, Cértex Piriforme; POR,
Area Postrhinal; PTLp, Area Parietal Posterior; SSp, Area Somatosensorial Primaria; SSs, Area
Somatosensorial Secundaria; Tev, Area Temporal Ventral; VIS, Coértex Visual, VLO, Area Orbital

Ventrolateral (Adaptado de Sewards y Sewards, 2001).
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Por ultimo, a nivel mas ventral y ocupando predominantemente el territorio caudal
de la CI, se localiza la zona Agranular dorsal, limitando ventralmente con el Cortex
Piriforme (Cechetto y Saper, 1987). Algunos autores consideran que, dadas la conexiones
anatomicas que mantiene (ver apartado de Conexiones anatdmicas de la Corteza Insular,
pag. 79), esta porcion de la CI juega un papel fundamental en la percepcion del sabor y de
las sefales viscerales asociadas con la ingesta de comida (Braun, 1990; Sewards y Sewards;
2001).
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Figura 16. Esquema representativo de una seccion transversal cerebral, donde se aprecian las
distintas capas celulares que componen la Corteza Insular: la zona en color rosa se corresponde con la Corteza
Insular Agranular Dorsal (AID) y Ventral (AIV), el area coloreada azul constituye la Corteza Insular
Disgranular (DI) y la region en color amarillo representa la Corteza Insular Granular (GI) (adaptado de

Paxinos y Watson, 1996).
Ademas de esta subdivision de tipo citoarquitectonica, la mayoria de los autores

coincide en una diferenciacion anatomica y funcional de dos grandes territorios en el

Cortex Insular: el Cortex Insular Anterior y el Cortex Insular Posterior.
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4.1. Cortex Insular Anterior.

Esta region constituye los tres quintos anteriores de la Insula en la rata.
Principalmente se ha relacionado con funciones de tipo gustativas y viscerales sensoriales.
A su vez, y atendiendo a su organizacion citoarquitectonica, el Cortex Insular Anterior
consta de tres areas que seguin su localizacion dorso-ventral serian (ver Figura 15): 1. El
Cortex Insular Anterior Granular. En esta region se han identificado las neuronas que
responden a la estimulacion térmica de la lengua, y a nivel mas dorsal se localizaria el Area
Somatosensorial Primaria donde se encuentran las neuronas que responden a la
estimulacion tactil de la lengua (Kosar et al., 1986a; Ogawa et al., 1990). 2. El Cortex
Insular Anterior Disgranular, que es considerado por algunos autores como el cortex
gustativo primario de la rata (Kosar et al., 1986a; Cechetto y Saper, 1987; Nakashima et al.,
2000), donde se han identificado neuronas relacionadas con el gusto y con la estimulacion
térmica de la lengua (Kosar et al., 1986a; Cechetto y Saper, 1987; Ogawa et al., 1990;
Hanamori et al., 1998). 3. Y la parte anterior del Cortex Insular Agranular, en la que se
pueden diferenciar la Corteza Insular Agranular Dorsal (IAd) (ventral al Cortex Insular
Disgranular Anterior) y la Ventral (IAv), que estarian implicadas en funciones viscerales
sensoriales y motoras (McDonald, 1998). Algunos autores consideran que estas areas mas
rostrales de la Insula Agranular (“Regién Insular Prefrontal”), que se extenderian hacia el
interior del 16bulo frontal, formarian parte del Cortex Prefrontal Lateral (McDonald, 1998).

No obstante, dentro dentro del Area Cortical Insular Anterior, Hanamori y su grupo,
han localizado unos grupos neuronales donde se da una convergencia de la informacion de
tipo gustativo, visceral, olfatorio y nociceptivo (Hanamori et al., 1998). De acuerdo con
estos datos, autores como Sewards afirman que el area de la Corteza Insular exclusivamente
gustativa, contendria la representacion sensorial del estimulo gustativo; el area en la que
existe un solapamiento entre los estimulos viscerales y gustativos, estaria implicada en la
representacion hedonica del sabor y por ultimo, la Corteza Insular Posterior a esta
representacion heddnica contendria la representacion visceral (Sewards, 2004) (Ver Figura
17).

4.2. Cortex Insular Posterior.

Constituye los dos quintos posteriores de la Insula de la rata, y esta principalmente
involucrado en somestesias y en funciones visceromotoras (Cechetto y Saper, 1987;
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McDonald, 1998; Shi y Cassell, 1998; Zhang y Oppenheimer, 2000; Brooks et al., 2005).
En efecto, estudios fisiologicos han confirmado que la estimulacion eléctrica o quimica de
esta region, origina respuestas cardiovasculares y respiratorias, asi como cambios en la
motilidad gastrica (Butcher y Cechetto, 1995; Zhang y Oppenheimer, 1997; McDonald,
1998; Bagaev y Aleksandrov, 2006). Concretamente, la estimulacion eléctrica o quimica de
la porcion rostral del Cortex Insular Posterior elicitaria hipertension y taquicardia, por lo
que algunos autores lo denominan “lugar de presion”; mientras que la estimulacion de la
porcion caudal o también demoninado ‘“zona de depresion” estaria implicada
principalmente en el descenso de la frecuencia cardiaca y de la presion arterial (Butcher y
Cechetto, 1995; Zhang y Oppenheimer, 1997).

S REPRESENTACION SENSORIAL

72/% REPRESENTACION HEDONICA

Figura 17. Representaciones hedonica y sensorial de las areas gustativas del Cortex Insular Anterior
Granular, Disgranular y Agranular en la rata. Abreviaturas: aG(h), representaciéon hedénica en el Area Insular
Agranular Gustativa; aG(s), representacion sensorial en el Area Agranular; gG(h), representacion hedénica en
el Area Gustativa Insular Granular; gG(s), representacion sensorial en el Area Granular; dG(h), representacion
hedénica en el Area Gustativa Insular Disgranular; dG(s), representacion sensorial en el Area Disgranular;
Tap, Cortex Insular Agranular Posterior; Tav, Cortex Insular Agranular Ventral; LO, Area Lateral Orbital;
MOP, Area Motora Primaria; PaR (d), Corteza Insular Parietal Rhinal (disgranular); Pir, Cortex Piriforme; PV
(g), Corteza Insular Parietal ventral (granular); SSp, Area Somatosensorial Primaria; SSs, Area
Somatosensorial Secundaria; TEv, Area Temporal ventral; VLO, Area Orbital Ventrolateral. (Adaptado y

modificado de Sewards, 2004).
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En el Cortex Insular Posterior se pueden diferenciar nuevamente tres sustratos, que
en una dimension dorsoventral serian: 1. Area Parietal Ventral (PV); 2. Area Parietal
Rinal (PaR); y 3. La parte caudal de la insula Agranular Posterior (IAp) (Shi y Cassell,
1998) (ver Figura 17).

Las Areas Parietal Ventral (PV) y Rinal (PaR) son las regiones Granulares y
Disgranulares, respectivamente, de la Insula Posterior. Esas regiones (PV y PaR) mantienen
conexiones con la Corteza Somatosensorial Primaria y Secundaria, y con el Téalamo
Somatosensorial (Shi y Cassell, 1998b). En la PaR se han identificado neuronas que
responden a la estimulacion sensorial visceral general (Cechetto y Saper, 1987), por lo que
algunos autores la han denominado “Corteza Insular Disgranular Visceral” (McDonald,
1998). Por otra parte, también se han observado respuestas sensoriales viscerales en el Area
Parietal Ventral (Cechetto y Saper, 1987).

La insula Agranular Posterior (IAp) se localiza ventralmente a las porciones
disgranulares anterior y posterior (Cortex Insular Disgranular Anterior y PaR,
respectivamente) y recibe informacion somatosensorial, olfatoria, gustativa y visceral, por
lo que es considerada como un area cortical polisensorial (McDonald, 1998; Shi y Cassell,
1998; Sewards y Sewards, 2001).

4.3. CONEXIONES ANATOMICAS DE LA CORTEZA
INSULAR.

4.3.1. AFERENCIAS DE LA CORTEZA INSULAR.

Un andlisis anatomico de las aferencias talamicas que recibe la Corteza Insular
confirma la existencia de una division funcional de esta estructura en dos grandes areas, la
Insula Anterior y la Posterior (McDonald, 1998; Shi y Cassell, 1998). La divisién anterior,
que ha sido relacionada con funciones viscero-gustativas, recibe fibras procedentes del
Talamo sensorial visceral, concretamente del Nucleo Centromediano (CM) y de la parte
medial del Nucleo Ventro-posterior Parvicelular (VPpc). Estas fibras proyectan al Cortex
Insular Disgranular y Granular Anterior, extendiendose también a la parte dorsal del Cortex

Agranular (Nakashima et al., 2000). Por su parte la region Posterior, implicada en el
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procesamiento de la informacion visceral general y somatosensorial, mantiene conexiones
con el Nucleo Suprageniculado, la division Interna del Geniculado Medial y la parte Lateral
Medial del Nucleo Ventroposterior Lateral Parvicelular (VPLpc) asi como con Nucleos
Taldmicos Somatosensoriales como el Posterior, el Ventral Posterior y los Nucleos
Centrolaterales (Kosar et al, 1986a; Cechetto y Saper, 1987; Clasca et al., 1997; McDonald,
1998; Flynn et al., 1999; De Lacalle y Saper, 2000; Nakashima et al., 2000; Barnabi y
Cechetto, 2001; Desbois y Villanueva, 2001; Zhang y Oppenheimer, 2000).

Por Gltimo, las areas insulares mas rostrales como la Insula Agranular Dorsal y la
Ventral (Ald y Alv respectivamente) mantienen conexiones con el Nucleo Dorsomedial del
Talamo (Saper, 1995, 2004; Negyessy et al., 1998).

Recientemente, se ha descrito otro grupo de neuronas que forman un continuo en la
parte posterior del Complejo Talamico Intralaminar, que inervan el Coértex Insular
Disgranular y otras estructuras como el Cortex Perirhinal, la Amigdala y la parte ventral del
Estriado (De Lacalle y Saper, 2000).

La informacion visceral que llega a la CI es transmitida secuencialmente desde el
NTS al NPB y posteriormente al Tadlamo Ventro-posterior, aunque se ha descrito también
alguna conexion directa desde los dos tercios mas caudales del NPBm hasta los estratos
Agranular y Granular de la Corteza Insular Anterior y Posterior (Saper y Loewy, 1980;
Fulwiler y Saper, 1984; Yasui et al., 1985; Cechetto y Saper, 1987; Ito, 1992; Zhang y
Oppenheimer, 2000). Asi, mediante técnicas neurofisioldgicas se ha comprobado que tras la
activacion experimental cervical vagal, existe una coactivacion de células vagales del NTS
y del Area Insular Anterior (parte Dorsal de la Corteza Insular Granular) (Ito, 1998;
Barnabi y Cechetto, 2001).

Aunque el NTS y el NPB probablemente transfieran su informacion vagal al CI,
resultados recientes sugieren que estas proyecciones (NPB) directas podrian actuar como
moduladoras de la informacidon visceral aferente hacia centros cerebrales superiores
(Barnabi y Cechetto, 2001). Estos autores han demostrado que el bloqueo de las sinapsis
eferentes del Nucleo Ventro-posterior Parvicelular del Talamo mediante iones cobalto,
bloquea por completo la actividad neuronal de la Corteza Insular provocada por
estimulacion vagal (Barnabi y Cechetto, 2001).
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Asimismo, se ha demostrado que la porcién mas anterior de la Insula Agranular
(insula Agranular Dorsal y Ventral) y la Insula Agranular Posterior, recibe proyecciones
directas desde el Bulbo Olfatorio Principal y conexiones adicionales desde el Cortex
Piriforme (Cortex Olfatorio Primario) y el Nucleo Endopiriforme (Datiche y Cattarelli,
1996; Behan y Haberly, 1999) (ver Figura 18). Ademas de estas proyecciones olfatorias,
esta region recibe proyecciones desde la CI Granular y en mayor medida desde la CI
Disgranular Anterior (Shi y Cassell, 1998; Sewards y Sewards, 2001), asi como del relevo
gustativo taldmico y del Complejo Parabraquial (Nakashima et al., 2000; Sewards y
Sewards, 2001). Esta convergencia de informacion gustativa, olfatoria y visceral sensorial
indica que esta zona de la CI podria jugar un papel fundamental en la integracion de la
informacion sobre la sensacion visceral y gustativa asi como en la informacion limbica o

motivacional (Sewards y Sewards, 2001).
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Figura 18. Esquema representativo de las principales conexiones anatomicas aferentes que recibe la
Corteza Insular de distintas estructuras cerebrales. Abreviaturas: BO, Bulbo Olfatorio principal; CPFm,
Cortex Prefrontal Medial; NTS, Nucleo del Tracto Solitario; PBm, Nucleo Parabraquial Medial, SM1, SM2,
Cortex Somatosensorial Primario y Secundario, respectivamente; VPLpc, Nucleo Ventroposterior Lateral

parvicelular del Talamo; VPpc, Nucleo Ventroposterior Parvicelular del Talamo.
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Por otra parte, con técnicas de trazado anterégrado se ha podido comprobar que el
Area Parietal ventral (PV) de la Corteza Insular posterior mantiene conexiones con el Area
Somatosensorial Primaria (concretamente con la parte anteroventral, dorsomedial y la
porcion caudal de ésta), asi como con la Corteza Somatosensorial Secundaria. Por su parte,
la Corteza Insular Parietal rinal (PaR) recibe aferencias de las Areas Somatosensoriales
Primaria (porcion ventral) y Secundaria. Asimismo, se han descrito proyecciones desde esta
region (PaR) y la adyacente insula Agranular Posterior, hacia la porcion dorsal del Cortex
Perirhinal, region que desempefia un papel importante en el procesamiento de la
informacion somatosensorial (McDonald, 1998; Shi y Cassell, 1998b; Sewards y Sewards,
2001).

Asi pues la informacion somatosensorial que ha sido procesada a nivel cortical, es
transmitida inicialmente a través de Areas Somatosensoriales Secundarias del 16bulo
patietal y posteriormente, a través de la Insula Posterior, la cual mantiene conexiones
reciprocas con la Amigdala (McDonald, 1998). Los diferentes subnucleos de la Amigdala
(areas Basolateral, Corticomedial) asi como del Cértex Periamigdaloide proyectan hacia la
CI Agranular Ventral, mientras que las Areas Agranular Dorsal y Granular o Disgranular de
la Corteza Insular Anterior, reciben aferencias de la Amigdala Lateral y Basolateral
(Yamamoto et al., 1981; Lasiter, 1982; Lasiter y Glanzman, 1982; 1985; Yamamoto et al.
1984; McDonald y Jackson, 1987). También se ha comprobado que el Nucleo Talamico
Intermediodorsal y el Nucleo Amigdaloide Basal Magnocelular (estructuras que a su vez
estan conectadas con la porcidn lateral del NAcc y el Caudado Putamen) estan conectadas

con la Corteza Insular Disgranular (Wright y Groenewegen, 1996).

Por tltimo, se han descrito conexiones reciprocas entre las Areas 32 y 25
(implicadas en funciones cognitivas y visceromotoras, repectivamente) del Cortex
Prefrontal Medial y la Corteza Insular Posterior y Agranular Dorsal Anterior (Gabbott et
al., 2003) (ver Figura 18).

4.3.2. EFERENCIAS DE LA CORTEZA INSULAR.

Se han descrito conexiones reciprocas con la mayor parte de estructuras
troncoencefalicas que proyectan hacia la CI (ver Figura 19). Concretamente, existe una via

directa entre la CI y el Complejo Dorsal Vagal (DVC). Este ultimo incluye el NTS vy el
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Nucleo Dorsomotor del Vago (que contiene neuronas preganglionares gastricas)
(Aleksandrov et al., 1996; Bagaev y Aleksandrov, 2006). Los nticleos dorsomedial y VPpc
del Talamo también estan interconectados con la CI (Aleksandrov et al., 1996; Negyessy et
al., 1998; Shi y Cassell, 1998; King et al., 1999; Nakashima et al., 2000). Mas
concretamente, la fnsula Agranular mantiene conexiones con los Nucleos Taldmicos
Dorsomedial, Ventromedial, Parafascicular y los Nucleos Mediales. La insula Disgranular
conecta con la porcidon gustativa y viscerosensorial del Talamo Ventro-Posterior y el
Niucleo Ventro-Lateral. Y la Insula Granular proyecta hacia los niicleos Posterior Ventral
Inferior (VPI) y Posteromedial del Talamo (Flynn et al., 1999).

Asimismo se han descrito eferencias desde la Insula hacia los Nucleos Dorsal y
Central Superior del Rafe, al Area Tegmental Ventral (ATV), a la Sustancia Gris
Periacueductal, al Lucus Coeruleus y al Nucleo Reticular Parvocelular (para una revision
ver Flynn et al., 1999).

AMIGDALA

Figura 19. Esquema representativo de las principales conexiones anatomicas eferentes que mantiene
la Corteza Insular con distintas estructuras cerebrales. Abreviaturas: Cg, Cortex Cingulado; CPu, Caudado
Putamen; Fr, Céortex Frontal; HL, Hipotalamo Lateral; IL, Cértex Infralimbico; IPAC, Nucleo Intersticial del
Miembro de la Comisura Anterior; NAcc, Nucleo Accumbens; NTS, Nucleo del Tracto Solitario; NLET,
Nucleo Lecho de la Estria Terminal; PB, Nucleo Parabraquial; Pir, Coértex Piriforme; SM2, Cortex
Somatosensorial Secundario; VPpc, Nucleo Ventro-Posterior Parvicelular del Téalamo; X, Décimo Par

Craneal (Vago).
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Las proyecciones descendentes de la CI se originan fundamentalmente en la zona
Agranular y se dirigen hacia el Hipotdlamo Lateral Posterior (HL) (Butcher y Ceccheto,
1998; Ongiir y Price, 1998), la parte caudal y rostral del NTS (Flynn et al., 1999; Hayama y
Ogawa, 2001), al Nucleo Intersticial del Miembro (“limb”) de la Comisura Anterior (IPAC)
o “Fundus Striati” (Nakashima et al., 2000; Otake y Nakamura, 2003), al Complejo
Parabraquial (Moga et al., 1990; Flynn et al., 1999), al Talamo gustativo (Nakashima et al.,
2000) y al Cortex Perirhinal (Moga et al., 1990; Saper, 1995, 2004; Flynn et al., 1999;
Sewards y Sewards, 2001). Aunque también se han descrito proyecciones, mas débiles,

desde la Corteza Insular Disgranular hacia el Cortex Perirhinal (Sewards y Sewards, 2001).

Por otra parte, también se han descrito proyecciones desde la CI al Nucleo
Lentiforme (Flynn et al. 1999), al Nucleo Caudado Putamen Ventral y Dorsoventral
(Wright y Groenenwegen, 1996; Nakashima et al., 2000; Reynolds y Zahm, 2005) y a la
cola del Nucleo Caudado (Flynn et al., 1999).

También existen conexiones directas entre la Corteza Insular y el Nucleo
Accumbens (NAcc) (Fenu et al., 2001; Kelley et al., 2002; Reynolds y Zahm, 2005).
Concretamente, entre la Céapsula del NAcc y la region medial de la Corteza Insular; y la
region Nuclear del NAcc y la Corteza Insular Agranular Posterior (Reynolds y Zahm,
2005). Algunos autores consideran que la informacion que la Cépsula del NAcc recibe
desde la CI Agranular (también desde la Amigdala Basolateral y Central), actia modulando
el control que esta estructura ejerce sobre regiones como el NPB y el NTS, posible
mecanismo a través del cual el trazo de memoria del estimulo gustativo quedaria disponible
para ser asociado con las consecuencias metabolicas que se derivan de su consumo,

independientemente de su valencia (Fenu et al., 2001).

La Corteza Insular también mantiene conexiones directas con el Nucleo Lecho de la
Estria Terminal y la Amigdala (Yamamoto et al., 1984; Lasiter y Glanzman, 1985; Escobar
et al., 1989; Nakashima et al., 2000; Reynolds y Zahm, 2005) (ver Figura 20). Asi, se han
descrito proyecciones hacia los Nucleos Amigdalinos Centrales y Laterales, (Yamamoto et
al., 1984; McDonald y Jackson, 1987; Augustine, 1996; McDonald, 1998; Shi y Cassell,
1998b; Nakashima et al., 2000; Reynolds y Zahm, 2005).
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Figura 20. Representacion esquematica de las conexiones entre la Corteza Insular y el Talamo

Posterior Ventral Medial (VPMpc) y el Complejo Amigdalino. El VPMpc mantiene conexiones reciprocas
con la Corteza Insular. La CI envia proyecciones al VPMpc, al Fundus Striati (FStr), a los Nucleos Lateral
Central (CeL) y Lateral de la Amigdala (La), y la parte medial del Nucleo Central de la Amigdala (CeM). El
Fundus Striati, el Nucleo Lateral y el Lateral Central de la Amigdala también reciben proyecciones desde la
parte medial del Talamo VPMpc. (Adaptado de Nakashima et al., 2000).

Por ultimo, sefialar que una mayoria de las aferencias viscerales que llegan al CI
terminan en las Areas Granular y Disgranular, mientras que el Area Agranular es la region
de donde proceden predominantemente las proyecciones eferentes hasta estructuras
autonomicas (Aleksandrov et al., 1996; Bagaev y Aleksandrov, 2006). Este hecho sugiere
que ademas de otras conexiones intracorticales (ver Figura 19) (Augustine, 1996; Shi y
Cassell, 1998b; Flynn et al. 1999; Gabbott et al., 2003; Santiago y Shammah-Lagnado,
2005), exiten multiples interconexiones entre los distintos componentes de la Corteza
Insular. Segun las conexiones de la CI y diferentes estructuras cerebrales, Shi y Cassell
(1998b) sugieren que la Insula Anterior podria ser la interfaz entre la CI Posterior y el
Cortex Motor, mientras que sus conexiones con las regiones de la Amigdala estarian

relacionadas con funciones motoras.
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4.4. SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION
LOCALIZADOS EN LA CORTEZA INSULAR E
IMPLICACIONES FUNCIONALES.

Dadas las numerosas interconexiones que mantiene la Corteza Insular tanto a nivel
cortical como subcortical, parece 16gico pensar que en esta region estan presentes un buen

numero de sistemas de neurotransmision, tanto excitatorios como inhibitorios.

Entre estos se encuentran los sistemas glutamaérgico y colinérgico. Distintos
estudios han demostrado un incremento en la liberacion de acetilcolina en la Corteza
Insular, cuando se produce el procesamiento de estimulos gustativos novedosos (Naor y
Dudai, 1996; Berman et al., 2000; Miranda et al., 2000). Aunque algunos autores
consideran que este aumento en la liberacion de acetilcolina podria estar relacionado con la
expresion conductual hedonica generada por los estimulos gustativos aversivos (Shimura et
al., 1995).

Asimismo, el consumo de estimulos gustativos nuevos, activa sefiales mediadas
especificamente por el sistema glutamaérgico ademas del colinérgico (Berman et al., 2000;
Miranda et al., 2003). Ademas de los neurotransmisores sefalados se considera que el
sistema dopaminérgico (D1/D5) y los receptores GABA A, son necesarios para la
formacion del sabor, aunque so6lo los sistemas acido glutdmico/AMPA y GABA son
necesarios para el recuerdo de dicha informacion (Berman et al., 2000; Miranda et al.,
2003).

Otras sustancias relacionadas con la ingesta que también estan presentes en la CI son
el Neuropéptido Y (receptor Y1) (Migita et al., 2001), y un moderado niimero de fibras de
neuronas que contienen orexinas A y B que proyectan desde el Hipotdlamo Lateral y
Posterior hasta la Corteza Insular (Date et al., 1999).

La transmision de la informacion visceral desde el Téalamo Ventro-posterior
Parvicelular (VPpc) hacia la Corteza Insular se produciria a través receptores de
aminoacidos excitatorios no-NMDA, problablemente del receptor kainato (Barnabi y
Cechetto, 2001).
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Se ha demostrado la presencia del receptor serotonérgico 5-HT;, en esta region
cortical (Palchaudhuri y Fliigge, 2005), y asi se ha comprobado que el uso crénico de
cocaina en humanos produce un aumento significativo en el transportador de la serotonina
en distintas areas cerebrales entre las que se encuentra el Giro Orbitofrontal, el Giro
Cingulado y la Corteza Insular Anterior (Mash et al., 2000). En este sentido, mediante
técnicas de neuroimagen (resonancia magnética, RMI) se ha demostrado que el consumo
cronico de cocaina provoca un descenso significativo en la concentracion de materia gris en
el Cortex Insular Anteroventral, Cortex Orbitofrontal Ventromedial, Cortex Cingulado

Anterior y Cértex Temporal Superior (Franklin et al., 2002).

Con respecto a la CI posterior, se ha propuesto que el neurotransmisor mas
implicado en las funciones autonémicas en las que esta estructura estd implicada, es la
noradrenalina, cuya accion estaria principalmente mediada por la estimulacion de
receptores [-adrenérgicos. A su vez, la influencia P—adrenérgica sobre la respuesta
autondémica estaria modulada por la estimulacion de receptores dopaminérgicos D,
localizados en la CI Agranular (Funk y Stewart, 1996).

En efecto, distintas investigaciones conductuales e inmuno-histoquimicas muestran
la presencia de este neurotransmisor asi como de receptores dopaminérgicos D; y D, en la
Corteza Insular, principalmente en la CI Agranular (Jones et al., 1986; Zito et al., 1988;
Burkey et al., 1999; Hurd et al., 2001). Mediante diferentes estudios conductuales se ha
demostrado que la liberacion de dopamina endodgena en la CI Agranular rostral podria estar
implicada en algunos de los efectos inducidos por la administracion de morfina,
concretamente en el efecto analgésico y en la adquisicion de aversiones gustativas
inducidas por dicha sustancia (Zito et al., 1988; Burkey et al., 1999).

De hecho, se han identificado también una gran cantidad de neuropéptidos y
particularmente opiaceos endogenos en la Corteza Insular (Mansour et al., 1994; Garcia et
al., 1995; Burkey et al., 1996, Izenwasser et al., 1999). Concretamente en la zona
disgranular, aunque también en los cuerpos neuronales de la zona agranular se ha detectado
una elevada concentracion de receptores opiaceos k (Burkey et al., 1996; Izenwasser et al.,
1999). Estos receptores han sido relacionados con equilibrio hidrico, nutricion, percepcion
del dolor y control neuroendocrino (Mansour et al., 1988; Mansour et al., 1994; Akil et al.,
1997).
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Igualmente se ha puesto de manifiesto una alta densidad de receptores de opiaceos
p en la CI Agranular, fundamentalmente localizados en las arborizaciones dendriticas de
las neuronas de esta zona (Mansour et al., 1994; Garcia et al., 1995; Burkey et al., 1996).
Algunos autores han relacionado el efecto analgésico inducido por la morfina, con la

actuacion de esta sustancia sobre dichos receptores (Burkey et al., 1999).

En este sentido diversos autores han puesto de manifiesto la amplia distribucion de
receptores & en la Insula (Svingos et al., 1995), con una localizacion postsinatica. También
se ha descrito una localizacion presindptica, modulando asi la liberacion de transmisores de
caracter inhibitorio (como la dopamina y GABA) y posiblemente del ligando opiaceo
endogeno Met-encefalina (ENK). Estos receptores han sido localizados en regiones
dendriticas asi como en las terminales axdnicas, lo que sugiere que pueden funcionar como

aurorreceptores (Svingos et al., 1995).

Finalmente y también en relacion con el sistema de opidceos, se ha puesto de
manifiesto una marcada presencia de orfanina estimulada por GTPyS (agonista estimulador
de Pre-Pro-Orfanina) y del receptor de opidceos endogenos ORL,, en la Corteza Insular
Granular y Agranular (Neal et al., 1999; 2003). Esta sustancia parece estar implicada en la
modulacién de funciones tales como el control cardiovascular, el balance hidrico, la
nocicepcion, la ingesta, el aprendizaje, la locomocidn, las respuestas de estrés o la conducta

sexual.
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO.

Como se ha puesto de manifiesto a lo largo de la Introduccion de esta Tesis
Doctoral, numerosas investigaciones previas sugieren que el sustrato neurobiologico que
sustenta el refuerzo natural, podria coincidir de alguna manera con el implicado en el
procesamiento de las sefales reforzantes artificiales (Wise y Rompre, 1989; Wise, 1996;
2002; Nader et al., 1997;; Kelley y Berridge, 2002; Kelley, 2004). Sin embargo y con
respecto a estas ultimas, la estimulacion eléctrica intracerebral, por ejemplo, puede
provocar efectos de caracter aversivo y reforzante (Anderson et al., 1995; Diotte et al.,
2000), lo cual sugiere una interrelacion también entre los sistemas neurales implicados en el
procesamiento de los aspectos motivacionales apetitivos y aversivos (Hoebel, 1976;
Salamone, 1994; Brandao et al., 1999; Robbins y Everitt, 1999; O’Doherty et al., 2001).
Por tanto, es posible que el sustrato neuroanatomico implicado en el refuerzo también
podria coincidir en determinadas areas cerebrales con la informacion visceral aversiva
(Carr y Wolinsky, 1993; Carr, 1996; Carr et al., 2000).

En este sentido, estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio han definido dos
ejes viscero-cerebrales distintos tanto a nivel anatomico como funcional que constituyen
vias independientes para el procesamiento tanto de los estimulos aversivos y como de los
reforzantes de origen visceral (Arnedo et al., 1990; 1993; Gallo et al., 1990; 1991; Agiiero
et al., 1993a, b; 1997; Cubero et al., 2001; Mediavilla, 1995; Mediavilla et al., 1999; 2000;
Cubero y Puerto, 2000; Zafra et al., 2002; Simén, 2003). Uno de estos ejes es el constituido
por el nervio Vago-Nucleo del Tracto Solitario-Nucleo Parabraquial Medial y Lateral
Externo (Fulwiler y Saper, 1984; Yuan y Barber, 1991; Agiiero et al., 1997; Mediavilla et
al., 2000; Zafra et al.,, 2002; Simoén, 2003) que estaria implicado en aprendizajes
concurrentes o a corto plazo. El otro sistema incluiria al Area Postrema-Nucleo
Parabraquial Lateral, que transmitiria informacion visceral por via humoral y estaria
relacionado con el aprendizaje secuencial o a largo plazo (Ritter et al., 1980; Gallo et al.,
1988, 1991; Cubero, 1995; Cubero y Puerto, 2000).
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Uno de los principales relevos en la transmision de la informacion viscero-sensorial
hacia estructuras rostrales es el Complejo Parabraquial (Fulwiler y Saper, 1984; Herbert et
al., 1990; Moga et al., 1990; Halsell, 1992; Kobashi et al., 1993; Krukoff et al., 1993; 1994;
Saleh y Cechetto, 1993; Saper, 1995b; De Lacalle y Saper, 2000; Krout y Loewi, 2000;
Karimnamazi et al., 2002). Dentro de esta estructura, el Nucleo Parabraquial Lateral
Externo desempefa un importante papel en el procesamiento de la informacion aversiva y/
o relacionada con el dolor (Bernard et al., 1991; 1994; 1995; Light et al., 1993; Bester et
al., 1995; 1997; Saper, 1995a; Jasmin et al., 1997; Craig y Dostrovsky, 1999), o en el
aprendizaje aversivo gustativo (Yamamoto et al., 1992; Yamamoto et al., 1994; Sakai y
Yamamoto, 1997; Mediavilla et al., 2000) asi como en el procesamiento de la informacion
relacionada con los aspectos hedonicos y motivacionales de la comida (Reilly et al., 1993;
Li et al., 1994; Ritter, 1994; Yamamoto et al., 1994; Monroe y Di Lorenzo 1995; Hoebel,
1997; Horn y Friedman, 1998; Wang et al., 1999; Reilly y Trifunovic, 2000a, b; Yamamoto
y Sawa, 2000a, b). Lesiones de este subnticleo interrumpen la adquisicion del aprendizaje
aversivo concurrente (Mediavilla et al., 2000) asi como la adquisicion de preferencias de
tipo gustativo inducidas por la administracion intragéstrica de nutrientes predigeridos
también mediante tareas de aprendizaje concurrente (Zafra et al., 2002); sin influir en las

tareas de aprendizaje de tipo secuencial.

Relacionado con el Area Parabraquial se encuentra la Corteza Insular, estructura que
recibe convergencia de informacion visceral y sensorial (Cechetto y Saper, 1987; Ogawa et
al., 1990; Augustine, 1996; King et al., 1999; Zhang y Oppenheimer, 2000) y que en efecto,
que recibe aferencias viscerales vagales desde el NTS y NPB Medial y Lateral (Saper y
Loewy, 1980; Fulwiler y Saper, 1984; Yasui et al., 1985; Cechetto y Saper, 1987; Ito, 1992;
Zhang y Oppenheimer, 2000). La Corteza Insular también ha sido relacionada con el
procesamiento de informacion reforzante y aversiva. Asi, esta region ha sido implicada en
el aprendizaje aversivo gustativo (AAG), tanto en su adquisicion como en su retencion
(Cechetto y Saper, 1987; Yamamoto et al., 1989; Cubero, 1995; Bures et al., 1998; Sakai y
Yamamoto, 1999; Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000...), asi como en la induccion de

preferencias comportamentales (Cubero et al., 1999).

La participacion de la Corteza Insular en los procesos comportamentales reforzantes
también ha sido demostrada. Asi, este area ha sido relacionada con la valoracion hedoénica
innata o aprendida de los estimulos gustativos (Yamamoto et al., 1989; Kiefer y Orr, 1992;
Phillips et al., 1997; Bures et al., 1998; Cubero y Puerto, 2000); o con el proceso de
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aprendizaje acerca del valor recompensante de los alimentos (De Couteau et al., 1997;
Balleine y Dickinson 1998; 2000; Beninger y Miller, 1998; Ragozzino y Kesner, 1999). En
este sentido y utilizando pruebas de aprendizaje instrumental, lesiones de la CI Agranular
deterioran el recuerdo de la magnitud del valor reforzante de la comida (De Couteau et al.,
1997; Balleine y Dickinson 1998; 2000; Ragozzino y Kesner, 1999), pero no la localizacion
espacial del refuerzo (Ragozzino y Kesner, 1999).

De acuerdo con estos resultados mientras las lesiones de estas estructuras provocan
grandes déficits en el establecimiento de asociaciones viscero-sensoriales cabria plantearse
si la activacion del NPB Lateral y de la CI, mediante estimulacion eléctrica intracerebral,
resultaria un procedimiento adecuado para inducir conductas recompensantes. En efecto,
estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio ofrecen pruebas a favor de este
planteamiento. Por ejemplo, la estimulacion eléctrica del NPBle induce una clara
preferencia por los estimulos gustativos asociados a la estimulacion, en una tarea de
discriminacion gustativa (Simoén et al., 2007). El mismo resultado se obtiene tras la
estimulacion eléctrica de la CI en una tarea de aprendizaje discriminativo gustativo de tipo
demorado (Cubero y Puerto, 2000).

Un primer objetivo planteado en esta Tesis ha sido el analisis funcional de las
caracteristicas del refuerzo y la aversion inducidas mediante la estimulacion eléctrica de la
Corteza Insular Agranular Posterior y del Nucleo Parabraquial Lateral Externo, y en
particular la especificidad estimular del proceso adquisitivo. A través de distintos
procedimientos conductuales, tareas de discriminacion gustativas y espaciales
(condicionamiento de preferencia por un lugar), se ha examinado si el refuerzo obtenido
estaba asociado al sistema gustativo, o si, por el contrario, era universal, no circunscrito a

una sola modalidad sensorial.

Asimismo se ha estudiado la relevancia de cada una de estas dos estructuras en las
distintas modalidades de aprendizaje: concurrente/ implicito y secuencial/ explicito. Para
ello se han empleado pruebas en contigiiidad/ corto plazo y demoradas/ largo plazo en
tareas de induccion de preferencias gustativas o por un lugar. Resultados previos obtenidos
en nuestro laboratorio mediante estudios de aprendizaje gustativo (aprendizaje aversivo
gustativo y aprendizaje de preferencias gustativas), apuntaban a que el NPBle esta
implicado en el aprendizaje de tipo concurrente (Mediavilla et al., 2000; Zafra et al., 2002;

Simoén, 2003), ahora se examina si la activacion eléctrica de este nucleo puede inducir
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preferencias en tareas de discriminacion gustativa secuenciales. Por lo que se refiere a la CI
Agranular Posterior, se ha comprobado si ademas de participar en aprendizajes secuenciales
(Cubero y Puerto, 2000), esta estructura es relevante en el establecimiento de asociaciones

inter-estimulares sin demora.

Por ultimo, en esta Tesis Doctoral se lleva a cabo un analisis farmacologico de los
mecanismos implicados en la inducciéon de preferencias mediante estimulacion eléctrica.
Aunque los sistemas neuroquimicos implicados en el refuerzo son muy diversos (De Vries
y Shippenberg, 2002), el sistema de opiaceos ha sido probablemente el mas relacionado con
el refuerzo y la nutricion (Apfelbaum y Mandenoff, 1981; Drewnowski et al., 1992; Le
Magnen, 1992; 1999; Carr y Papadouka, 1994; Papadouka y Carr, 1994; Hoebel, 1997), y
se han identificado una abundancia de receptores opiaceos tanto en el Nucleo Parabraquial
(Mansour et al., 1988; 1994; Wolinsky et al., 1994) como en el Cortex Insular (Mansour et
al., 1988; 1994; Wolinsky et al., 1994; Garcia et al., 1995; Svingos et al., 1995; Burkey et
al., 1996; Izenwasser et al., 1999; Paredes et al., 2000; Vilpoux et al., 2002). Para analizar
su participacion en el refuerzo obtenido por la estimulacion eléctrica de estas areas, se ha
comprobado si un antagonista opidceo como la Naloxona podria bloquear el efecto
recompensante. En este contexto, también se analiza si se produce un efecto sensibilizador
tras la administracion repetida de la estimulacion eléctrica en la CI Posterior, cuantificado a

través del registro de la actividad locomotora de los animales.

Esta serie experimental pretende dar un paso mas en el estudio de los centros
cerebrales implicados en el refuerzo y en el aprendizaje viscero-cerebral, asi como en el
conocimiento de los mecanismos neurobioldgicos y quimicos que pueden modularlo. Dado
que el sistema de refuerzo y el aversivo parecen discurrir en paralelo, interrelacionandose,

esta Tesis ha incluido el estudio de ambos procesos motivacionales.

92



ESTUDIOS
EXPERIMENTALES







CAPITULO I: PREFERENCIAS POR UN
LUGAR INDUCIDAS POR LA ESTIMULACION
ELECTRICA DEL NUCLEO PARABRAQUIAL
LATERAL EXTERNO: EFECTO DE LA
NALOXONA.






CAPITULO |

EXPERIMENTO 1: Preferencias por un lugar inducidas por
la estimulacion eléctrica del Nucleo Parabraquial Lateral
Externo: Efecto de la Naloxona.

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la participacion del Complejo
Parabraquial en distintas conductas motivadas (Grill y Kaplan, 1990; Le Magnen, 1992;
Ritter et al., 1992b; Rowland et al., 1996). En esta area, el Nucleo Parabraquial Lateral
Externo (PBle), tal y como se describe en el capitulo de Introduccion, se encuentra en el
extremo dorsolateral del Complejo Parabraquial (Fulwiler y Saper, 1984; Herbert y
Bellintani-Guardia, 1995). Esta estructura constituye un importante centro en la transmision
de la informacién viscerosensorial desde areas como el NTS o el Area Postrema hacia otras
estructuras (Papas y Ferguson, 1990; Halsell y Travers, 1997; De Lacalle y Saper, 2000;

Karimnamazi et al., 2002).

Distintas investigaciones han analizado la naturaleza de la informacién que se
procesa en este subnticleo. Asi, estudios llevados a cabo por una gran variedad de autores
sugieren que la representacion de las propiedades gustativas y viscerales, sobre todo de
caracter negativo o aversivo, estan representadas en el Nicleo Parabraquial Lateral Externo
(Agtiero et al., 1993a, b; Swank y Bernstein, 1994; Yamamoto et al., 1994; Sakai y
Yamamoto, 1997, 1998; Reilly, 1999; Mediavilla et al., 2000a). Concretamente se ha
demostrado que lesiones electroliticas de la region Parabraquial Lateral Externa,
interrumpen el aprendizaje interoceptivo concurrente (Mediavilla et al., 2000). Asimismo
se ha observado activacion (c-fos) de esta region tras la administracion de distintas
sustancias aversivas, todas ellas efectivas en la induccion del AAG, entre otras, la
administracion de tratamientos eméticos (radiaciones con rayos X, rotacién corporal,
administracion intraperitoneal (i.p.) de cloruro de litio, sulfato de cobre o etil alcohol) o
incluso tras la administracion de drogas de abuso con un importante componente

reforzante/ positivo (cocaina, morfina o metanfetamina) (Sakai y Yamamoto, 1997).
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A través de estudios electrofisiologicos también se ha demostrado que algunos
subnucleos relacionados con el procesamiento de los aspectos afectivos del sabor reciben
informacion tanto visceral como somatosensorial (Bernard et al., 1994; Bester et al., 1995).
Asi, Bernard y colaboradores comprobaron que la estimulacion visceral nociva, inducida
por una distension colorrectal y/ o por la administracion intraperitoneal de bradiquinina,
activa neuronas localizadas en las subdivisiones interna (gustativa) y externa (visceral) del
NPBIle asi como en el NPBme (Bernard et al., 1994). Estos resultados se ven apoyados por
otros estudios que han demostrado la participacién de este subnucleo en el procesamiento
de la informacion relacionada con el dolor (Bester et al., 1995; Saper, 1995b; Jasmin et al.,
1997; Bernard y Bandler, 1998; Buritova et al., 1998; Engblom et al., 2000). En efecto, se
ha podido comprobar que la transmision de informacioén nociceptiva tiene como relevo el
NPBIe, en su trayectoria hacia estructuras superiores relacionadas con el procesamiento de
los aspectos emocionales del dolor (Bernard et al., 1991; 1994; 1995; Light et al., 1993;
Bester et al., 1995; 1997; Saper, 1995; Jasmin et al., 1997; Bernard y Bandler, 1998; Craig
y Dostrovsky, 1999).

Sin embargo el NPBle también recibe informacion de caracter reforzante/ positivo.
Por ejemplo, diversos estudios han demostrado que la administracion de sustancias, como
glucosa o sacarosa intra-duodenales o gastricas, provocan la activacion del NPBle (Wang et
al., 1999; Yamamoto y Sawa, 2000b). Por el contrario, lesiones de esta region interrumpen
las preferencias gustativas inducidas por la administracion de sustancias nutritivas
reforzantes (Reilly y Trifunovic, 2000 a, b; Zafra et al.,, 2002) o la sobre-ingesta de
productos gustativos apetitosos que se produce tras la lesion del Area Postrema (Edwards y
Ritter, 1989).

En este contexto, diversos autores han propuesto que el componente positivo/
hedonico de la ingesta puede estar mediado entre otras, por la acciéon de los opiaceos
endogenos. Asi, estos estudios han demostrado que la administracion de antagonistas
opiaceos reduce la preferencia que los animales muestran hacia soluciones de sacarina o
sacarosa (Le Magnen et al., 1980; Le Magnen, 1992) sin alterar la valoracién hedonica de
sustancias aversivas como la quinina (Parker et al., 1992; Levine et al., 1995; Yamamoto et
al., 1998). Por el contrario, la administracion sistémica o intra ventricular de morfina,
incrementa la ingesta y muestra un patron de reactividad gustativa, tipico de los animales,
hedonicamente positivo (Test de Reactividad Gustativa) (Yamamoto et al., 1998). Por otra
parte, la ingesta de nutrientes apetitosos activa la produccion de opidceos enddgenos tanto

en humanos (Drewnowski et al., 1992; Melchior et al., 1994) como en animales
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(Apfelbaum y Mandenoff, 1981; Le Magnen, 1992). Por ultimo, la restriccion cronica de
alimento modifica cuantitativamente el numero de los niveles de receptores opidceos
(Wolinsky et al., 1994). En el caso del Area Parabraquial se produce un descenso de los
receptores p en los nucleos PBle y PBme, asi como un incremento de los receptores « en el
NPBIle (Wolinsky et al., 1996).

En esta linea, estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado la
relevancia del PBle en el aprendizaje de preferencias gustativas inducidas por la
administracion de alimentos reforzantes (Zafra et al., 2002) o por la estimulacion eléctrica
de esta region (Simon, 2003). La especificidad estimular exclusiva o universal, de estos
procesos adquisitivos no ha sido examinada por el momento. En otras palabras, no se
conoce si los efectos reforzantes descritos anteriormente, estaban asociados al sistema
gustativo (los unicos estudios utilizados hasta ahora), o si, por el contrario, serian
universales, no circunscritos a una modalidad sensorial, y generalizables a otros indices por
ejemplo, exteroceptivos, espaciales, etc, que concurrentemente estén presentes en el

momento de la estimulacion reforzante.

De acuerdo con estos datos, el objetivo de este estudio ha consistido en examinar el
efecto de la estimulacion eléctrica del NPBle (en ausencia de estimulos gustativos) en
tareas de condicionamiento de preferencia por un lugar (CPP) segin la modalidad
concurrente. Esta técnica esta considerada como un procedimiento eficaz para determinar
los efectos reforzantes/ positivos de distintas intervenciones intracerebrales (Mucha et al.,
1982; Bardo et al., 1995; Schechter y Calcagnetti, 1998; Tzschentke, 1998; 2001; McBride
et al., 1999; Spiteri et al., 2000). En esencia consiste en asociar un tratamiento de caracter
aversivo o apetitivo a los indices sensoriales de una zona determinada de un laberinto,
mientras que la administracion de un estimulo neutro o la no administracion del tratamiento
es relacionada con los indices de una segunda zona del mismo laberinto. Tras varios
ensayos de adquisicion, al animal se le ofrece elegir entre las zonas del laberinto,
contabilizando el tiempo de permanencia en cada uno de los compartimentos. La
preferencia, huida o indiferencia por el lugar con el que fue asociado el tratamiento a
examinar, es indicativa de la naturaleza reforzante/ positiva (agua, comida, estimulacion
eléctrica reforzante, drogas de abuso...) (Mucha et al., 1982; Bardo et al., 1995; Olmstead y
Franklin, 1997; Schechter y Calcagnetti, 1998; Shippenberg y Elmer, 1998; Tzschentke,
1998; 2001; McBride et al., 1999; Spitieri et al., 2000) o aversiva (administracion de
agonistas k opiaceos...) (Shippenberg y Elmer, 1998; McBride et al., 1999) del estimulo

administrado.
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Dado que, los opidceos enddgenos han sido implicados en el componente hedénico
de sustancias/ procedimientos naturales (nutriciéon) (Le Magnen, 1992; Carr y Papadouka,
1994; Papadouka y Carr, 1994) y artificiales (drogas de abuso o autoestimulacion)
(Spanagel et al., 1992; Shippenberg y Elmer, 1998; De Vries y Shippenberg, 2002;
Fernandez-Espejo, 2002; Bielajew et al., 2003), y que estos sistemas neuroquimicos son
muy abundantes en el NPBle (Carr et al., 1991; Moufid-Bellancourt et al., 1996; Wolinsky
et al., 1996; Gutstein et al., 1998; Chamberlin et al., 1999; Engstrom et al., 2001), cabria la
posibilidad que el efecto recompensante de la estimulacion eléctrica del NPBle pueda verse

afectado por la administracion de un antagonista opiaceo, como la naloxona.

METODO.
SUJETOS.

Los sujetos empleados fueron 44 ratas macho de la raza Wistar, suministradas por el
Animalario de la Universidad de Granada cuyo peso oscilaba entre 280-360 g al inicio del
estudio.

A su llegada al laboratorio, los animales fueron alojados, con agua y comida ad
libitum, en jaulas de metacrilato individuales de 30 x 15 x 30 cm cuyo suelo fue recubierto
por una fina capa de serrin. El techo estaba constituido por una rejilla metalica y las paredes
anterior y posterior eran transparentes, mientras que las laterales eran negras y opacas. Uno
de los frontales presentaba dos orificios de 1.5 cm de didmetro aproximadamente, a través
de los cuales se podia introducir una boquilla conectada a un deposito con agua. La comida
consistia en pienso compuesto para animales de laboratorio (Dietas Panlab S.L., Barcelona,

Espania).
El laboratorio se mantuvo a una temperatura de 20-24° aproximadamente y con un
ciclo de luz-oscuridad de 12/ 12, encendiéndose las luces a las 9 a.m. Todos los

procedimientos experimentales se llevaron a cabo durante el periodo diurno.

Los animales permanecieron en estas circunstancias durante un periodo de, al

menos, 7 dias (adaptacion) antes de la intervencion quirdrgica.
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INSTRUMENTOS.

El procedimiento quirtrgico utilizado se llevd a cabo bajo la accion de anestesia
general con Pentotal Sodico (B. Braun Medical S.A., Barcelona, Espaiia). Como antiséptico
local se emple6 Povidona yodada (Betadine, Asta Médica, Madrid) y como profilaxis
antibiotica, tras la intervencion, se empled 0.1 cc. de penicilina (Penilevel, Laboratorio
Level, S.A., Barcelona, Espafia) a una concentracion de 250000 UI/ ml. El antagonista
opiaceo que se utilizo en fase experimental fue Naloxona Clorhidrato (Laboratorios Sigma;
St. Louis, U.S.A.), en dosis de 4mg./ml./Kg. diluida en agua destilada.

El equipo de estereotaxia empleado fue el modelo Stereotaxic 51600 (Stoelting,
USA). Las coordenadas estereotaxicas utilizadas para realizar el implante fueron tomadas a

partir del atlas estereotaxico Paxinos y Watson (1996).

Los electrodos intracerebrales empleados pertenecen a la modalidad monopolar con
un didmetro de 200 micras aproximadamente, aislados en toda su longitud con INSL-X
excepto en su extremo distal. Estos electrodos se fabricaron utilizando alfileres
entomologicos de acero inoxidable (n° 00) a los que se les adosé una seccion de acero
inoxidable (de uso dental), de unos 3 cm de longitud y de 0.9 mm de didmetro, formando
un angulo recto. Todo ello fue posteriormente aislado hasta el punto de union de ambas
secciones. El electrodo de referencia consistid en una seccion de unos 5 cm de longitud de
acero inoxidable dental, de 0.9 mm de didmetro. Para la fijacion tanto del electrodo
intracerebral como del electrodo de referencia (previamente fijado a la superficie del craneo
del animal con tres tornillos de acero inoxidable) se empled resina acrilica dental (S.R.

Denture Base, Quick 3/60, Ivoclar, Liechtenstein).

Durante el procedimiento experimental la estimulacion eléctrica del NPBle se
efectué mediante la administracion de una corriente pulsante continua controlada por 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 estimulacion (ver Figura 21). El tren de pulsos aplicados se

llevé a cabo con una frecuencia de 66.6 ciclos por segundo.
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Figura 21. Estimulador CS-20 y unidad de

aislamiento ISU 165 (situada sobre el

estimulador).

Este equipo de estimulacion a su vez, se conectd a un osciloscopio 40 MHz “HM
404-2” (HAMEG Instrument GmbH, Frankfurt, Alemania) que permitia controlar con

precision los parametros de estimulacion (ver Figura 22).

Figura 22. Osciloscopio “HAMEG, HM
404-2”.

Durante el proceso de condicionamiento de preferencia por un lugar (CPP), se

utilizaron dos modelos de laberintos diferentes:

Modelo 1 o corredor de preferencia: Consiste en un laberinto rectangular de madera,
con unas dimensiones de 50 x 25 x 30 cm, en el que se pueden diferenciar a) una zona
central con una superficie de 8 x 25 cm?”, cuyo suelo es de metacrilato blanco y sus paredes
de color madera-natural; b) un compartimiento lateral de 20 x 25 c¢cm, con paredes forradas
de papel pintado a rayas blancas y negras de 1 cm. de ancho, en sentido vertical y con un

suelo corcho sintético pintado a rayas blancas y negras; y ¢) otro compartimento lateral,
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igual al anterior excepto en que la orientacion de las rayas en este caso era horizontal y el

suelo utilizado fue corcho marrén (ver Figura 23).

Figura 23. Vista desde arriba del corredor de preferencia
(Laberinto 1) utilizado para el establecimiento del

condicionamiento espacial.

Modelo 2 o laberinto en T: Laberinto en forma de T, del cual se elimin6 uno de sus
brazos (I), mediante una compuerta de madera blanca, quedando un corredor cuyas
dimensiones fueron 70 x 15 x 15 cm y en el que también se podian diferenciar tres zonas:
Una zona central de 10 x 15 cm? con suelo de rejilla metalica y paredes blancas; y dos
zonas laterales de 30 cm de longitud cada una, con paredes de metacrilato negras, con un
orificio circular o cuadrado en las paredes frontales y suelo de corcho marréon con

incisiones transversales o longitudinales respectivamente (ver Figura 24).

Figura 24. Vista desde arriba del Laberinto en T .

utilizado para el establecimiento del .
condicionamiento de preferencia por un lugar.

Abreviaturas: (I): Compartimento eliminado.

Finalmente se examindé en estos animales la probabilidad de inducir
autoestimulacion eléctrica intracerebral (Olds y Milner, 1954), y para ello se emple6 una

jaula de plexiglas transparente (50 x 55 x 60 cm), con una palanca/ pedal de presion en la
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pared frontal que actuaria como interruptor del estimulador y a la cual también estaba

conectado un contador de pulsos (ver Figura 25).

Figura 25. Vista desde arriba de la caja de Skinner utilizada
para el entrenamiento en autoestimulacion eléctrica

intracerebral.

El andlisis histologico se llevd a cabo utilizando un vibrotomo (752M Vibroslice,
Campden Instruments), una lupa estereoscopica modelo VMZ-4F, Olympus, Tokio, Japon;
y una camara fotografica Olympus, PM-6, Tokio, Japon.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

Cada animal era pesado y anestesiado empleando una dosis de 50 mg./ Kg. de
pentotal sodico, administrada intraperitonealmente. Una vez anestesiados, y rasurada la
parte superior de la cabeza de los
animales, ésta era inmovilizada en el
estereotaxico (ver Figura 26). Una
pequefia incision longitudinal y la retirada
del tejido conjuntivo peridstico adyacente
deja visibles los puntos Bregma y Lambda,
asi como la linea media. Se realizaron 3
orificios sobre el craneo, en los que se
insertaron 3 pequenos tornillos de acero
inoxidable, alrededor de los cuales se fijo

el electrodo de referencia.

Figura 26. Vision lateral de una rata Wistar

colocada en el estereotaxico.
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Posteriormente se perfora un nuevo orificio de mayor didmetro que los anteriores
(Hawkins et al., 1983) a través del cual se introduce el electrodo intracerebral
[Coordenadas: AP =-0.16; V =+ 3.0; L = + 2.5; a partir del punto 0 interaural, segin el
atlas de Paxinos y Watson (1996)]. Finalmente se procede a su fijacion con resina acrilica
dental recubriendo el implante e incluyendo tanto a los tornillos como el electrodo de

referencia hasta dejar la parte superior del craneo totalmente cubierta.

Para prevenir posibles infecciones se aplico Povidona yodada alrededor del

implante y a todos los animales se les administr6 0.1 cc de penicilina intramuscular (i.m.).

Los animales fueron devueltos a sus respectivas jaulas y permanecieron, durante un
periodo de recuperacion de al menos 10 dias, en condiciones de acceso libre a la comida y
al agua. Antes de iniciar el procedimiento conductual, 8 ratas tuvieron que ser eliminadas
del estudio por pérdida del implante, por lo que la fase conductual se llevo a cabo con 36

animales.

PROCEDIMIENTO CONDUCTUAL.

El procedimiento conductual se llevo a cabo durante el periodo de luz y con ruido
blanco de fondo para evitar interferencias en la conducta de los animales provocadas por

posibles sonidos fortuitos.

FASE 1: CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE PREFERENCIA POR UN
LUGAR (CPPc) EN EL LABERINTO EN CORREDOR (LABERINTO MODELO 1).

Fase de fijacion de la intensidad de la corriente eléctrica apropiada.

Una vez recuperados de la intervencion quirurgica, los animales fueron sometidos a
una prueba de exploracion para establecer los pardmetros de intensidad de la corriente que
iban a ser empleados posteriormente en cada animal. Para ello, se procedi6 a la
estimulacion eléctrica del NPBle en cada uno de los animales, comenzando con una
intensidad de 60 pA que fue aumentando progresivamente (de 10 en 10 nA) hasta alcanzar
el maximo de cada animal podia soportar, evitando siempre niveles de corriente que

pudieran generar movimientos involuntarios o respuestas de escape o dolor (saltos o
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vocalizaciones) (Tehovnik, 1996). Finalmente los parametros de intensidad establecidos
para los animales oscilaron entre 70 y 150 pA. 24 horas mas tarde se inicio el

procedimiento experimental, que fue desarrollado en 4 fases.

CONDICIONAMIENTO DE PREFERENCIA.

Esta fase consistio en la estimulacion eléctrica concurrente del NPBle coincidiendo
con la estancia voluntaria del animal en una de las zonas espaciales previamente
establecidas. Se consideraba que el animal estaba dentro de una de las zonas del laberinto
cuando introducia la cabeza y las patas delanteras en ese area. La zona donde los animales
iban a recibir la estimulacion fue establecida de forma aleatoria antes de comenzar el
procedimiento experimental y fue contrabalanceada, de modo que a la mitad de los
animales se les administr6 la estimulacion en una zona lateral del laberinto y al resto en el

otro lateral.

Para ello, se empled el laberinto Modelo 1, descrito en el apartado de Instrumentos
(ver Figura 23) que fue situado en el centro de la sala, en posicion Norte-Sur. El
procedimiento fue el siguiente: cada animal era situado en la zona central del corredor al
tiempo que se activaba un registro del tiempo. Durante 10 minutos, dos observadores
contabilizaban el tiempo que el animal permanecia en cada una de las zonas laterales de
dicho laberinto. Este proceso se llevo a cabo en dos ocasiones/ ensayos, con un intervalo de
tiempo entre ambas de 24 horas. En funcion del tiempo (contabilizado en segundos) de
permanencia de los animales en la zona donde recibian estimulacion eléctrica del NPBle se
establecieron tres grupos. El criterio conductual establecido para la asignacion de cada
animal a un grupo, fue el siguiente: Todos aquellos sujetos que en cada sesion permanecian
mas del 50% del tiempo total en la zona asociada a la estimulacion o aquellos que
permanecian la primera sesion entre el 30 y el 50 % del tiempo y en la segunda mas del
50% en dicha zona, pasarian a formar parte del “grupo positivo”. El “grupo negativo”
estaria constituido por aquellos animales que pasaron menos del 30 % del tiempo total en el
compartimiento estimulado en las dos sesiones de condicionamiento, o aquellos cuya
estancia durante la primera sesion fuese entre el 30 y el 50 % y en la segunda menos del
30% del tiempo total en ese area. Y finalmente se consideraron animales “neutros” a
aquellos animales que o bien un dia eran “positivos” y en la otra sesion de
condicionamiento eran “negativos” o aquellos que no mostraban una preferencia clara 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).
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De acuerdo con este criterio se pudo comprobar que, la estimulacion eléctrica del
NPBIle inducia preferencias por un lugar en 13 animales (grupo “positivo”), aversion o
evitacion de la zona de estimulacion en 15 animales (grupo “negativo”) e indiferencia por
cualquiera de las dos zonas en 8 animales (grupo “neutro”). A partir de este momento, los
animales “neutros” no reciben estimulaciéon en ninguna de las fases posteriores y pasan a

ser utilizados como animales controles.

FASE 2 NALOXONA Y CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE
PREFERENCIA POR UN LUGAR (CPPc) EN EL LABERINTO MODELO 1.

Transcurridas 48 horas después de finalizar la fase anterior, todos los animales
recibieron una inyeccion via subcutanea (4 mg./ ml./ Kg.) de naloxona y 20 minutos
después cada uno de los animales de los distintos grupos fue nuevamente sometido a una
sesion de CPP concurrente similar a la descrita anteriormente en el laberinto modelo 1,

registrandose el tiempo de permanencia en cada una de las areas laterales.

FASE 3: NALOXONA Y CCPc EN EL LABERINTO EN T (LABERINTO MODELO
2).

Con el fin de examinar el efecto que hubiera podido tener la experiencia previa
sobre el aprendizaje, 48 horas desde la fase anterior, cada animal recibi6 una nueva
inyeccion subcutanea de naloxona (4mg./ ml./ Kg.) 20 minutos antes de ser sometido a una
nueva sesion de CPP, pero ahora en el laberinto modelo 2 (ver apartado de Instrumentos,
ver Figura 24). En este nuevo proceso de condicionamiento, ademas de cambiar las claves
estimulares internas, también se modificaron los indices espaciales externos mediante una

orientacion distinta del laberinto (siendo en este caso Este/ Oeste).
FASE 4: INDUCCION DE AUTOESTIMULACION ELECTRICA
INTRACEREBRAL.

Pasadas dos semanas desde la ultima fase conductual, los mismos animales
implantados en el NPBle, fueron sometidos a un procedimiento experimental estandar de

autoestimulacion intracerebral (Hawkins et al., 1983; Cubero y Puerto, 2000; Simén, 2003).
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Este procedimiento se llevdo a cabo en la caja de Skinner descrita en el apartado de
Instrumentos (ver Figura 25). Cada presion de la palanca por parte del animal suministraba
un tren de pulsos cuyos parametros habian sido predeterminados por el experimentador.
Concretamente, la frecuencia empleada fue de 66.6 ciclos/ segundo (c.p.s.), la duracion de
cada pulso 0.1 ms. y la duracién de cada tren de pulsos se establecio en 0.25 s. para cada
uno de los animales. La intensidad de la corriente empleada fue necesariamente distinta en
cada animal, aunque la méxima intensidad de corriente empleada estuvo siempre por
debajo del umbral en el cual se puedan manifestar alteraciones motoras o conductuales

apreciables.

En este caso y, como es habitual, al comienzo del entrenamiento, el experimentador
moldea la respuesta del animal administrandole estimulacion eléctrica cada vez que se
aproxima a la palanca de presion, hasta conseguir que el animal realice por si solo la

respuesta operante correcta, es decir la autoadministracion eléctrica intracerebral.

HISTOLOGIA.

Tras finalizar las pruebas conductuales, los animales recibieron una sobredosis de
Pentotal sodico (0.25 mg.) y se realizd una pequeia lesion electrolitica (0,3 mA. de
corriente catodica continua durante 5 segundos) a fin de marcar la zona donde habia
quedado implantado el electrodo. Posteriormente, fueron perfundidos con 10 ml suero
salino y 10 ml de una solucion de formol al 40 % intracardialmente. Los cerebros fueron
extraidos y conservados en paraformaldehido al 10 % para posteriormente ser seccionados
en laminas coronales de 80 micras con un vibrotomo. Estas ldminas de tejido cerebral
fueron montadas en portaobjetos y tefiidas con una tinciéon con Violeta de Cresilo, para

finalmente ser examinadas con una lupa estereoscopica y fotografiadas (ver Figura 27).
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Figura 27. Seccién transversal del cerebro de un animal representativo del grupo “positivo” que
muestra la localizacion del tracto del electrodo. El Nucleo Parabraquial Lateral Externo aparece coloreado en
rosa en la ldmina inferior. Abreviaturas: LPBE, Nucleo Parabraquial Lateral Externo; MPB, Nucleo

Parabraquial Medial; scp, Pedunculo Cerebeloso Superior.
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ANALISIS ESTADISTICO.

A dos animales del grupo experimental “negativo” y a uno del grupo “positivo” se
les desprendio6 el implante en la ultima prueba de condicionamiento espacial, por lo que en
esa fase del estudio fueron eliminados del analisis estadistico, quedando en ese caso el

grupo “negativo” con 13 animales y el grupo “positivo” con 12.

RESULTADOS.
Fase 1: CPPc en el Laberinto Modelo 1 o con forma de corredor.

Para el analisis de los datos obtenidos en las dos sesiones de adquisicion (llevadas a
cabo en el laberinto Modelo 1) se aplicé el coeficiente de correlacion de Pearson. Los
resultados obtenidos indican que existe una correlacion significativa entre las dos sesiones
de condicionamiento (r = 0.8063, p < 0.001) (ver Figura 28).
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Figura 28: Matriz de correlacion entre el tiempo de permanencia de los animales en el

compartimento estimulado en cada una de las dos sesiones de condicionamiento de preferencia.

Aplicando el criterio conductual establecido anteriormente, los animales fueron

asignados a tres grupos (“positivo”, “negativo” y “neutro”) en funcion del tiempo de
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permanencia en el compartimiento asociado a la estimulacion, durante las dos sesiones de
condicionamiento. El grupo “positivo” presentd6 un promedio de permanencia en la zona
asociada a la estimulacion de 414.42 s.; el grupo “negativo” de 81.05 s., y el grupo
“neutro”, 286.75 s. Considerando el valor promedio del tiempo que los animales pasan en
el compartimiento estimulado en los dos ensayos de condicionamiento como indice de
aprendizaje, se realizd un ANOVA unifactorial entre grupos. Como cabria esperar, los
resultados muestran que existen diferencias significativas entre los grupos (F233)= 83.08;
p <0.001) (ver Figura 29).
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Figura 29. Representacion grafica del tiempo de permanencia medio (media de las dos sesiones de
condicionamiento expresado en segundos) mostrado por los distintos animales en la zona del laberinto en
corredor (Laberinto Modelo 1) asociada a la estimulacion eléctrica del NPBle, segun el grupo. Los asteriscos

(**) muestran las diferencias entre los grupos a un nivel de significacion de 0.001.

Fase 2: CPPc: Efecto de la administracion de naloxona en el Laberinto Modelo 1.

Para comprobar si el efecto obtenido en la fase 1, podia estar mediado por el sistema
opiaceo endogeno, se administr6 un antagonista opiaceo, la naloxona. Los resultados
obtenidos demuestran a través de un ANOV A bifactorial mixto (Grupo x Sustancia), que no
existe un efecto principal de la sustancia [F 33 = 2.91, p < 0.097], ni de la interaccion
Grupo x Sustancia [F, 33y = 0.21, p < 0.81] (ver Figura 30), aunque si es significativo el
efecto principal del factor grupo [F,, 33y = 54.30; p < 0.001]. El analisis del efecto principal
del factor grupo, mediante comparaciones post hoc utilizando el test Newman-Keuls,

muestra diferencias significativas entre todos los grupos (p < 0.01).

111



EXPERIMENTO 1

500 -
< 400
(2]
®©
S 300 Grupo
N Positivo
aca —e— Grupo
8 200 1 Neutro
g Grupo
2 100 A Negativo

0
No Nx Nx

Figura 30. Representacion grafica del efecto de la administraciéon de naloxona (No Nx: No
administracion de naloxona; Nx: Administracion de naloxona) sobre el tiempo de permanencia (expresado en
segundos) en la zona del laberinto Modelo 1 asociada a la estimulacion eléctrica del NPBle, manifestado por

los animales, segun el grupo.

Fase 3: CPPc en el Laberinto Modelo 2: Efecto de la administracion de Naloxona.

El resultado anterior podria ser interpretado como una consecuencia de la retencion
del aprendizaje previo de los animales. Para comprobar esta posibilidad, se administré Nx y
se procedid al establecimiento del CPP concurrente en un nuevo laberinto (Laberinto
Modelo 2). El analisis de los resultados en este laberinto Modelo 2, mediante un ANOVA
unifactorial entre grupos, permitid comprobar que la naloxona habia bloqueado las
diferencias entre los grupos [F (o, 33y = 1.08, p < 0.35], como muestra la siguiente grafica
(Figura 31):
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Figura 31. Representacion grafica del tiempo de permanencia (expresado en segundos) mostrado por
los animales, en la zona del Laberinto en T o Modelo 2 asociada a la estimulacion eléctrica del NPBle, tras la

administracion subcutanea de naloxona, segun el grupo.
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Al comparar el efecto de la administracion de naloxona en el Laberinto Modelo 2
con el obtenido en el Laberinto Modelo 1, mediante un ANOVA bifactorial mixto (Grupo x
Laberinto), se obtiene un efecto significativo de la interaccion (F (233 = 7.64, p < 0.0018)
(ver Figura 32). Para analizar este efecto se empled un analisis de comparaciones post hoc
Newman-Keuls, mostrando que existian diferencias significativas en el grupo “positivo”
segun el laberinto empleado (Modelo 1 vs. Modelo 2, p = 0.027), aunque no se observaron
diferencias en los demas grupos (grupo “negativo”, p = 0.128; grupo “neutro” p = 0.865).
Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los grupos en el Laberinto Modelo
2 (p > 0.05).
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Figura 32. Representacion grafica del tiempo de permanencia (expresado en segundos) en la zona
asociada a la estimulacion eléctrica del NPBle, mostrado por los animales de los distintos grupos, tras la
administracion subcutanea de naloxona, en funcidn del laberinto empleado (Laberinto Modelo 1 vs. Laberinto

Modelo 2). El asterisco (*) muestra las diferencias en el grupo “positivo” a un nivel de significacion de 0.05.

Fase 4: Induccion de Autoestimulacion Eléctrica Intracerebral (AEIC).

Con respecto a la prueba de induccion de autoestimulacion intracerebral, se puede
concluir que ninguno de los animales consiguidé desarrollar las adecuadas respuestas
operantes de forma espontanea y voluntaria, a pesar del periodo de moldeamiento efectuado
previamente (ver Figura 33).

13



EXPERIMENTO 1

= Figura 33. Fotografia de una rata Wistar en la una caja de

- Skinner para autoestimulacion eléctrica intracerebral (AEIC).

e

DISCUSION.

Los resultados obtenidos en este estudio ponen de manifiesto que la estimulacion
eléctrica del Nucleo Parabraquial Lateral Externo induce preferencias por los lugares que
han sido asociados a la activacion eléctrica de este nticleo. También aparecen animales que
evitan sistematicamente la zona espacial asociada a la estimulacion intracerebral. Un tercer
grupo de animales no presenta tendencias definidas por el lugar asociado a la estimulacion

eléctrica o por el lugar no estimulado.

En este contexto, la administracion de naloxona, no bloquea el efecto de preferencia
por el lugar observado tras la activacion de del NPBle cuando se utiliza el mismo laberinto
en el que tuvo lugar el aprendizaje inicial (ver Figura 30). Este resultado puede deberse a la
retencion de la preferencia previamente establecida, de modo que los animales siguen
eligiendo la zona del laberinto asociada a la estimulacion intracerebral, probablemente
esperando el consiguiente efecto reforzante. Por su parte, los animales que habian
aprendido a evitar la zona estimulada del laberinto contintian evitando esa zona, eligiendo

la zona alternativa.

Para examinar la posibilidad de que se hubiera podido producir un efecto de
retencion del aprendizaje, se repitio el experimento, pero ahora el proceso de adquisicion se
llevé a cabo en un nuevo laberinto, en el cual no existia experiencia previa (ver Figura 32).
Ahora, el pretratamiento con el antagonista opiaceo, bloqueaba los efectos reforzantes de la
estimulacion, impidiendo la adquisicion de preferencias por un lugar (ver Figuras 31 y 32);

sin afectar a los restantes grupos experimentales. Este resultado no parece deberse a una
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alteracion colateral de caracter motor provocada por la administracion de naloxona, ya que
no se observan cambios en el patron conductual mostrado por los animales que pertenecen
al grupo neutro. Tampoco aparecen efectos aversivos asociados a la administracion de
naloxona, ya que no se observa ninguna modificacion en el comportamiento en el grupo
negativo o del grupo neutro, el ultimo de los cuales continia sin manifestar una clara
preferencia o aversion por ninguna de las zonas. El grupo negativo incrementa el tiempo de
permanencia en la zona estimulada, lo cual es compatible con los datos aportados por otras
investigaciones en las que se demuestra que, el efecto aversivo inducido por estimulacion
eléctrica de distintas areas cerebrales, como el Coliculo Superior o la Sustancia Gris
Periacueductal dorsal, es bloqueado por la administracion de un antagonista opiaceo
(Einchenberger et al., 2002; Coimbra et al., 1996; Coimbra et al., 2000). En cualquier caso,
la naloxona se administra 20 minutos antes de la prueba y dificilmente puede afectar a una

u otra de las zonas de los laberintos.

El efecto obtenido mediante la estimulacion eléctrica del NPBle sugiere que este
subnucleo podria estar implicado en procesos reforzantes, formando parte de alguno de los
sistemas de recompensa existentes. Numerosos estudios muestran la existencia en el NPBle
de una elevada cantidad de receptores opiaceos p y k (Lynch, 1986; Mansour et al., 1988;
1994; 1995) asi como terminales inmunorreactivas a péptidos opidceos enddgenos como las
encefalinas o las endomorfinas 1 y 2 (Maley y Pante6n, 1988; Hermanson y Blomqvist,
1997; Chamberlin et al., 1999; Engstrom et al., 2001; Chen et al., 2004). Asimismo, y con
respecto a los variados efectos de la estimulacion intracerebral, distintas investigaciones
han demostrado la existencia de sistemas de opiaceos con efectos opuestos, mediados por
receptores | y k respectivamente (Spanagel et al., 1992; Bals-Kubick et al., 1993; Pan,
1998; Narita et al., 2001).

Los datos aportados por otros estudios sobre la implicacion del NPBle en el
procesamiento de las propiedades motivacionales reforzantes de los opidceos no son tan
claros. Asi algunas investigaciones relacionan al Nucleo Parabraquial con la codificacion
de las propiedades discriminativas de la morfina (Jaeger y Van der Kooy, 1993; 1996),
aunque no han logrado inducir preferencias gustativas y/ o por el lugar tras la
administracion intraparabraquial de morfina (Jaeger y Van der Kooy, 1996; Nader et al.,
1997). Estos resultados negativos que podria cuestionar indirectamente la implicacion del
NPBIe en los procesos reforzantes de los opiaceos, podrian depender de los requerimientos
temporales de la tarea utilizada, asi como las posibles diferencias en la localizacion de la

zona activada. Con respecto a la primera posibilidad, mientras en nuestro estudio se utiliza

115



EXPERIMENTO 1

un procedimiento concurrente, los resultado aportados por el grupo de van der Kooy, se

llevan a cabo en una tarea de tipo secuencial.

Este efecto de bloqueo de la naloxona se manifiesta mas poderoso que en el
refuerzo observado por la autoestimulacion en el Area Tegmental Ventral (Biclajew et al.,
2003). Este comportamiento de AEIC no ha podido ser reproducido con animales PBle, al
menos con la facilidad con que se genera en otras zonas como el Hipotalamo Lateral
(Hawkins et al., 1993; Sim6n, 2003) un hecho que en la actualidad esta siendo analizado en

nuestro laboratorio y que puede tener especial relevancia.

En resumen, los datos obtenidos tras la administracion de naloxona, permiten
concluir que este antagonista opidceo no soélo bloquea el efecto reforzante de la
estimulacion sino que parece provocar un estado motivacional negativo en este grupo de
animales que, a nivel conductual se refleja por su conducta de evitacion o aversion hacia la
zona asociada a la estimulacion. Este comportamiento también ha sido descrito en estudios
llevados a cabo con sustancias de abuso y en las que se ha comprobado que la
administracion de dosis muy bajas de naloxona provoca efectos conductuales aversivos en
animales que previamente habian sido tratados con morfina (McDonald et al., 1997;
Blokhina et al., 2000; Parker et al., 2002).

Mediante pruebas de condicionamiento de preferencia por un lugar se registran las
respuestas motivadas de aproximacion mostradas por los animales hacia claves espaciales y
del entorno que, mediante un mecanismo de aprendizaje asociativo han adquirido un valor
reforzante o aversivo tras su emparejamiento con la estimulacion del NPBle. En este
sentido, la administracion de naloxona actuaria sobre el efecto reforzante de la
estimulacion, algo que resultaria necesario para el establecimiento inicial del
condicionamiento de preferencia por un lugar. Sin embargo, si el condicionamiento de
preferencia ya se hubiera producido, los animales ante los mismos indices contextuales,
mostrarian la respuesta conductual aprendida atin en ausencia del estimulo reforzante. De
hecho se ha comprobado que, en un paradigma de CPP, la administracién repetida de
morfina asociada a una determinada zona del laberinto, provoca una preferencia por dicha
area, que incluso puede permanecer durante semanas en ausencia de la administracion de la
morfina (Mueller et al., 2002; Bodnar y Hadjimarkou, 2003).

Un efecto muy similar fue el obtenido por McFarland y Ettenberg (1998) con

animales que recibian heroina o suero fisioldgico tras atravesar un corredor para llegar a un
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compartimento meta. Estos autores observaron que los animales tardaban menos tiempo en
recorrer el corredor en presencia del estimulo discriminativo (un olor) que predecia la
administracion de heroina, que ante el que anticipaba suero fisiologico. Tras la
administracion de naloxona, los animales seguian corriendo mas rapidamente en presencia
del estimulo asociado con la heroina, pero 24 horas después, estos mismos animales ya
recorrian el laberinto mucho mas lentamente. Consideran estos autores que la
administracion de naloxona, no afecta a la motivacion de los animales para conseguir la
droga, ya que en el primer ensayo con naloxona, no se producen cambios en la rapidez de
los sujetos. Pero, si afectaria al refuerzo derivado de la administracion de la heroina, por lo
que en los posteriores ensayos se observa un descenso de la respuesta dependiente de la

dosis administrada de naloxona (McFarland y Ettenberg, 1998).

En este sentido, Nader y colaboradores (1997) han demostrado que con respecto al
complejo NPB lateral, los efectos motivacionales reforzantes o aversivos que posee la
morfina y la capacidad de ésta para inducir un conjunto de estimulos interoceptivos
especificos que son percibidos por el animal y que pueden ser utilizados como estimulo
predictivo o discriminativo (propiedades discriminativas) para facilitar el aprendizaje
asociativo, también podrian estar mediados por distintos sustratos neurales. Asi, mientras
que lesiones de esta estructura pontina bloqueaba los efectos motivacionales aversivos
inducidos por la administracion de morfina, no afectaba a la capacidad que esta sustancia
posee para actuar como estimulo discriminativo en una tarea de AAG. De acuerdo con esto,
estos autores proponen que los sistemas neurobiologicos implicados en el refuerzo y en el
proceso de atribucion de incentivo, son distintos y pueden actuar de forma independiente.
En este sentido consideran que el contacto con estimulos reforzantes (por ejemplo las
drogas de abuso) o con los estimulos asociados a éstos, pueden activar ambos sustratos de
forma simultanea, pero la conducta de aproximacion hacia dichos estimulos asi como las
propiedades discriminativas que algunas de estas sustancias poseen (en este caso la
morfina), podrian estar controladas por procesos implicitos no conscientes,

independientemente del sistema de refuerzo.

Otros autores consideran sin embargo que, aunque estos dos procesos estan
mediados por sustratos anatomicos distintos, estarian interrelacionados (Berridge y
Robinson, 1998). En este sentido, y en contra de lo planteado anteriormente, Berridge y
otros, consideran que el proceso de atribucion de incentivo mediante el cual un determinado
estimulo adquiere la propiedad de dirigir la conducta, requiere un aprendizaje asociativo de

tipo explicito (Berridge y Robinson, 1998; Ikemoto y Panksepp, 1999), de forma que el
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animal sea capaz de transferir dicho aprendizaje a un nuevo contexto, en el cual existan
unas condiciones distintas a las presentes durante la adquisicion del condicionamiento
(Reber et al., 1996; Eichenbaum, 2002).

Para examinar si el NPBle esta implicado en procesos de aprendizaje asociativo de
tipo secuencial o explicito, o por el contrario, como sugieren algunos de los estudios
presentados, podria formar parte de un sistema neurobiologico en el que la contigiiidad
temporal y la transmision de la informacion via neural fuera decisiva, en el siguiente
capitulo de esta Tesis Doctoral se utilizaran tareas discriminativas en contigiiidad y

demoradas.
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CAPITULO Il

INTRODUCCION

Dentro del Complejo Parabraquial Troncoencefalico, su parte lateral (NPBI) ha sido
relacionada con el procesamiento de la informacion de tipo viscero-sensorial y nociceptiva,
asi como con el control de las respuestas autondmicas, conducta emocional, la ingesta de
alimentos, el dolor, etc. (Herbert et al., 1990; Moga et al., 1990; Bernard et al., 1993;
Krukoff et al., 1993; Saleh y Cechetto, 1993; Jia et al., 1994; Saper, 1995; 1995b; Yoshida
et al., 1997; De Lacalle y Saper, 2000; Krukoff'y Loewy, 2000; Reilly y Trifunovic, 2000a,
b; etc...).

En su extremo ventrolateral se encuentra el Nucleo Parabraquial Lateral Externo
(NPBIe) (Fulwiler y Saper, 1984; Moga et al., 1990; Herbert y Bellintani-Guardia, 1995),
que ha sido implicado en el procesamiento de informacion viscero-gustativa (De Lacalle y
Saper, 2000; Karimnamazi et al., 2002). Este ntcleo recibe informacion gustativa a través
de la porcion rostral del Nucleo del Tracto Solitario (NTSr), asi como abundante
informacién de tipo visceral procedente del Nervio Vago-NTS caudal y desde el Area
Postrema (Papas y Ferguson, 1990; Halsell y Travers, 1997; De Lacalle y Saper, 2000).
Diversos estudios han demostrado su participacion en funciones de indole visceral-aversiva
tales como las resultantes de la administracion de cloruro sédico hipertonico, cloruro de
litio, sulfato de cobre (Yamamoto et al., 1992; Gu et al., 1993; Kobashi et al., 1993; Swank
y Bernstein, 1994; Yamamoto y Sawa, 2000a; b) o apetitivas, como la infusion intragéstrica
de sustancias nutritivas, como la lactosa o la glucosa (Yamamoto y Sawa, 2000a, b; Wang
et al., 1999). Igualmente, el NPBle ha sido implicado en el procesamiento de sustancias
endogenas relacionadas con la ingesta, como la colecistoquinina (Li y Rowland, 1995;

Trifunovic y Reilly, 2001) o la propia leptina (Elias et al., 2000).
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Por otra parte, este nlcleo ha sido relacionado con el sistema Espino-Trigémino-
Amigdalino implicado en la transmision de la informacion relacionada con el dolor (Bester
et al., 1995; Saper, 1995b; Jasmin et al., 1997; Bernard y Bandler, 1998; Buritova et al.,
1998; Engblom et al., 2000) y en el procesamiento de los aspectos afectivos o emocionales
de los estimulos dolorosos (Bernard et al., 1991; 1994; 1995; Light et al., 1993; Bester et
al., 1995; 1997; Saper, 1995; Jasmin et al., 1997; Bernard y Bandler, 1998; Craig y
Dostrovsky, 1999).

Asi pues, el NPBle podria estar implicado en el procesamiento de la informacion
tanto de indole apetitiva como aversiva. De hecho, estudios llevados a cabo en nuestro
laboratorio lo han relacionado tanto con el aprendizaje aversivo gustativo (Mediavilla et al.,
2000; 2005) como en la induccion de preferencias gustativas mediante la administracion
intragastrica de nutrientes reforzantes (Zafra et al., 2002). En ambos casos, esta implicacion
solo tiene lugar en tareas de aprendizaje de tipo concurrente, pero no en aprendizajes
secuenciales. En el primer caso, la ingesta de un estimulo gustativo es asociada con la
administracion simultianea del tratamiento aversivo o recompensante; mientras que en el
aprendizaje de tipo secuencial, el consumo del estimulo gustativo va seguido, tras una
demora (15 minutos), de la administracion del tratamiento aversivo o reforzante (para una
revision reciente, Mediavilla et al., 2005). Estas dos modalidades de aprendizaje han sido
relacionadas respectivamente, con los aprendizajes implicitos/ procedimentales y los
explicitos/ declarativos, ampliamente descritos por la bibliografia para explicar el
aprendizaje y la memoria (Squire, 1987; 1992; 1998; Nadel, 1992; Cohen y Eichembaum,
1994; Squire y Zola, 1996; Mediavilla et al., 2001; 2005).

La estimulacion eléctrica intracerebral es un sustituto adecuado para el desarrollo de
aprendizajes de preferencias (Cubero y Puerto, 2000; Simoén, 2003) asi como para la
induccion de aversiones hacia los estimulos con los que es asociada (Gallo et al., 1988;
Agiiero et al., 1993; Simon et al., 2008). De hecho, la estimulacion eléctrica del NPBle
induce preferencias gustativas (Simon, 2003) y condicionamientos de preferencia por un
lugar (Simén, 2003; Capitulo I de esta Tesis Doctoral) cuando la estimulacion es
administrada inmediatamente después de la ingesta del sabor, o de forma concurrente a la
estancia del animal en una determinada zona de un laberinto. Las caracteristicas de estos
procedimientos, permiten interpretar los resultados en el sentido de una necesaria
asociacion por contigliidad (caracteristico de los aprendizajes implicitos), pero también
podria ser efectivo cuando se introduce una demora/ intervalo de tiempo entre la

presentacion del estimulo gustativo y el efecto reforzante de la estimulacion eléctrica.
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Para comprobar estas alternativas se ha disefiado el Experimento 2, en el que se
utiliza una tarea de aprendizaje discriminativo en el que se introduce una demora temporal
de 15 minutos entre el estimulo gustativo y la estimulacion eléctrica del NPBle; y el
Experimento 3, en el que el aprendizaje de preferencias se produce a través de un
aprendizaje en contigiiidad.

Por ultimo, si como sugieren algunos autores, ambas modalidades de aprendizaje se
diferencian en cuanto a su flexibilidad, este estudio, utilizara un Test de Inversion
(Mediavilla et al., 2000), en el que una vez establecido el aprendizaje, se invertira la
posicion derecha/ izquierda de los estimulos gustativos, y asi comprobar si los animales son

capaces de adecuar su conducta a los nuevos requerimientos de la tarea.
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EXPERIMENTO 2

EXPERIMENTO 2: Preferencias gustativas inducidas por
estimulacion eléctrica del Nucleo Parabraquial Lateral
Externo en tareas de discriminacion secuenciales
demoradas.

METODO.

SUJETOS.

En este experimento se utilizaron 26 ratas macho albinas, raza Wistar, suministradas
por el Estabulario de la Universidad de Granada, cuyo peso al inicio del experimento oscild
entre 280 y 340 g.

Hasta el inicio del protocolo experimental, los animales se mantuvieron en el

laboratorio en las condiciones generales descritas en el apartado de Método del Capitulo I.

INSTRUMENTOS.

Las jaulas utilizadas para los animales asi como los materiales requeridos para el
procedimiento quirtrgico fueron los mismos que los empleados en el experimento anterior

(ver apartado de Instrumentos del Capitulo I de esta Tesis Doctoral).
El equipo empleado para administrar y monitorizar la estimulacion eléctrica, asi

como el material utilizado para llevar a cabo la histologia, también fue idéntico al descrito

en el Capitulo anterior.

124



CAPITULO Il

En la prueba de condicionamiento espacial se utilizo el laberinto en corredor

(Modelo 1) descrito en el apartado de Instrumentos del Capitulo I.

Los estimulos gustativos empleados fueron preparados con una concentracion de 0.5
cc. de extracto con sabor a "Fresa" o a "Coco" segun el caso, por cada 100 ml. de agua

(McCormick, Co. Inc. San Francisco, California)

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

Transcurrido el periodo de adaptacion de siete dias al laboratorio, los animales
fueron sometidos a una intervencion quirurgica (implantacion de un electrodo monopolar
en el NPBle) idéntica a la descrita en el Experimento 1. A continuacidn, los animales
pasaron por un periodo de recuperacion de al menos 10 dias, durante el cual disponian de

comida y agua ad libitum.

PROCEDIMIENTO CONDUCTUAL.

FASE 1: CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE PREFERENCIAS POR UN
LUGAR (CPPc) EN EL LABERINTO MODELO 1.

Fase de fijacion de la intensidad adecuada para el procedimiento conductual.

El objetivo de esta fase pretende siempre establecer los niveles Optimos de
intensidad de la corriente que va a ser empleada con cada animal durante todo el
experimento. Este procedimiento se llevod a cabo dos dias antes del comienzo del CPP y
fue similar al descrito en el Experimento 1, para que la estimulacion no pudiera provocar
alteraciones motoras o respuestas de escape (Tehovnik, 1996). En este experimento, los

niveles de intensidad empleados oscilaron entre 70 y 170 pA.
CONDICIONAMIENTO DE PREFERENCIA.
Los animales, transcurridas 48 horas desde la fase anterior y durante la cual los

animales dispusieron de agua y comida libremente, fueron sometidos a un procedimiento de

CPPc con el objetivo de identificar a los animales en los que la estimulacion eléctrica del
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NPBIle era reforzante. Dicho condicionamiento se llevo a cabo en el laberinto en corredor
descrito en el apartado de Instrumentos del Experimento 1, y se establecié de forma similar
a la descrita en dicho experimento. Es decir, la mitad de los animales recibian estimulacion
eléctrica intracerebral en una de las zonas laterales del corredor de forma concurrente a su
estancia en dicha area, mientras que para la otra mitad de los animales la estimulacion era
asociada a su permanencia en la otra zona de dicho corredor (balanceadas apropiadamente a

lo largo del experimento). Este procedimiento se registro en dos ocasiones (dos ensayos).

Conforme al criterio conductual establecido en el Experimento 1 para distribucion
de los animales, se comprobd que 9 animales mostraron preferencias por la zona del
corredor asociada a la estimulacion. El resto de los animales (14 de los cuales 11 prefirieron
la zona no estimulada y 3 se mostraron indiferentes o neutros) fueron utilizados como
controles en este experimento, por lo que a partir de ese momento no volvieron a recibir

estimulacion eléctrica en ninguna de las pruebas conductuales posteriores.

FASE 2: APRENDIZAJE SECUENCIAL DE PREFERENCIAS GUSTATIVAS.

Fase de Preentrenamiento.

Transcurridas 48 horas desde la fase de condicionamiento espacial (en las que los
animales disponian de comida y agua libremente), se inicid el proceso para la induccion de
preferencias gustativas. Esta fase comienza privando de agua a los animales, para favorecer
la ingesta del estimulo gustativo durante la fase experimental y con una limitacion en el
alimento disponible (14 g. al dia). El primer dia de privacion, los animales disponian de
agua durante 10 minutos/ dia, mientras que en el segundo dia el tiempo se redujo a 7
minutos. El agua era suministrada a través de buretas graduadas que fueron presentadas
alternando cada dia la posicion derecha /izquierda. Una vez finalizada la ingesta de agua, se

ofrecia el alimento solido (14 g. diarios).
A lo largo del periodo de adquisicion de las preferencias gustativas, se utilizé ruido

blanco de fondo para amortiguar las posibles interferencias acusticas fortuitas que pudieran

surgir durante el desarrollo del experimento.
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Aprendizaje de Preferencias Gustativas.

Una vez fijados los conectores de estimulacion eléctrica intracerebral y después de
haber comprobado que los implantes se mantenian en perfecto estado, se iniciaban las

sesiones experimentales.

El procedimiento general consistia en la presentacion cada dia y durante 7 minutos

diarios, de uno de los estimulos gustativos neutros y novedosos, agua con sabor a “Fresa” o

a “Coco” (ver Esquema 1).

Sesion 1 Sesion 2 Sesion 3 |~ Sesion 4 TEST
FRESA (izda.) | COCO (dcha.) FRESA (izda.)
(7 min.) (7 min.)
Mitad de + +
los 15 minutos 15 minutos = Sesion 1 = Sesion 2
animales + + COCO (dcha.)
NO
ESTIMULACION | ESTIMULACION 7 min.
(10 minutos) (10 minutos)
FRESA (izda.) | COCO (dcha.)
(7 min.) (7 min.) FRESA(izda.)
+ +
J\YirI RSl 15 minutos 15 minutos =Sesion 1 | = Sesion 2
los + +
animales NO COCO (dcha.)
ESTIMULACION | ESTIMULACION
(10 minutos) (10 minutos) 7 min.

Esquema 1: Procedimiento conductual empleado en el Experimento 2.
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Una vez finalizado este tiempo, se registra la cantidad consumida. Transcurridos 15
minutos desde la finalizacion del periodo de ingesta, la mitad de los animales del grupo
experimental, recibian la estimulacién eléctrica del NPBle durante 10 minutos, con
corriente directa pulsante, administrada en pulsos individuales de 0.1 ms. de duracion, con
una frecuencia de 66.6 c.p.s. y con la intensidad establecida para cada animal. La otra mitad
de los animales aunque con los electrodos conectados, no reciben estimulacion eléctrica
alguna. El sabor asociado a la estimulacion fue balanceado aleatoriamente de modo que
para la mitad de los animales el estimulo gustativo asociado a la estimulacion fue la
“Fresa”, mientras que para la otra mitad fue el “Coco”. Como se ha mencionado
anteriormente, los animales “controles” no reciben estimulacion aunque mantuvieron

fijados los electrodos.

Al final de cada sesion los electrodos son desconectados de los dispositivos de
estimulacion y cada animal recibe 14 gramos de comida. Los cuatro dias del proceso de
adquisicion (dos ensayos) fueron seguidos de un quinto dia en el que todos los animales son
sometidos a una Prueba de Discriminacion (7Test de Discriminacion Simultdnea) en la cual
se les ofrecen, de forma simultdnea y durante 7 minutos los estimulos gustativos, Fresa y
Coco, en la misma posicion que habian sido presentados
durante el proceso de adquisicion, registrando la cantidad

consumida en cada caso (ver Figura 34).

Figura 34. Test de Discriminacion Simultanea. Este test se lleva a
cabo una vez finalizado el periodo de adquisicion (4 dias) y consiste
en la presentacion de los dos estimulos gustativos de forma

simultdnea. El animal puede elegir voluntariamente la ingesta de

cualquiera de ellos.

Este proceso de aprendizaje fue repetido de nuevo en cuatro sesiones
experimentales mas (dos ensayos). También durante el segundo Test de Discriminacion
Simultanea, los animales dispusieron durante 7 minutos de las dos buretas con los sabores
Fresa y Coco, en la misma posicion que habian sido presentadas durante los ensayos de

adquisicion.
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HISTOLOGIA.

Tras finalizar el experimento, los animales son perfundidos y sus cerebros extraidos

para su analisis histologico siguiendo la técnica descrita en el Experimento 1.

La

localizacion del electrodo de estimulacion fue verificada en el NPBle, como puede

observarse en la siguiente fotografia (Figura 35).
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Figura 35. Seccion transversal del cerebro de un animal representativo del grupo “positivo”

que

muestra la localizacion del electrodo de estimulacion intracerebral. El Nucleo Parabraquial Lateral Externo

(LPBE) aparece coloreado en rosa en la lamina inferior. Abreviaturas: LPBE, Nucleo Parabraquial Lateral

Externo; MPB, Nucleo Parabraquial Medial; scp, Pedunculo Cerebeloso Superior.
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ANALISIS ESTADISTICO.

De los 26 animales implantados, tres de ellos fueron excluidos antes de comenzar
las fases experimentales porque mostraban conductas de giro. Posteriormente otros dos,
pertenecientes al grupo experimental ‘“positivo” fueron descartados a causa del
desprendimiento del implante, uno de ellos tras la prueba de condicionamiento de

preferencia por un lugar, y el otro tras el primer Test de Discriminacion Simultanea.

RESULTADOS.

Fase 1: Condicionamiento concurrente de preferencia por un lugar (CPPc).

Para el analisis estadistico de las dos sesiones de adquisicion del condicionamiento
concurrente de preferencia por un lugar, se aplico el coeficiente de correlacion de Pearson,
obteniendo una correlacion significativa entre ambas (r = 0.8962; p < 0.0001) (ver Figura
36).
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CPP 1

Figura 36. Matriz de correlaciéon entre el tiempo de permanencia de los animales en el
compartimento del laberinto asociado a la estimulacion eléctrica del Nicleo Parabraquial Lateral Externo, en

cada una de las dos sesiones de condicionamiento de preferencias por un lugar.
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Siguiendo el criterio establecido de distribucion de los animales en el Experimento
1, se puede comprobar que el grupo “positivo” formado por 9 animales mostraron
preferencias por la zona del corredor asociada a la estimulacion (con un tiempo de
permanencia medio de 497.89 s), el grupo“negativo” (formado por 11 animales) presentaba
una estancia media en la zona estimulada de 98.136 s. y por ultimo, el grupo “neutro” o
indiferente constituido por 3 animales, mantenia una media de tiempo en la zona estimulada
de 239.5 s.; aunque como se ha mencionado anteriormente, en este experimento los
animales del grupo “negativo” y del grupo “neutro o indiferente” fueron utilizados como
grupo “control” (tiempo medio de permanencia en la zona del laberinto asociada a la
estimulacion de 168.818 s).

Fase 2: Aprendizaje Secuencial de Preferencias Gustativas.

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos se establecidé una proporcion de
preferencia (Bedingfield et al., 1998) hacia el sabor asociado a la estimulacion,
concretamente se dividio la cantidad en ml que los animales ingirieron del sabor asociado a
la estimulacion eléctrica el dia del Test de Discriminacion Simultanea, entre la cantidad
total que consumieron de los dos estimulos gustativos, en esa misma prueba (ml ingeridos
del sabor asociado a la estimulacion + ml ingeridos del sabor no asociado a la

estimulacion), todo ello multiplicado por 100, es decir:

Sabor st. (ml)
Proporcion de preferencia = x 100
Sabor st. (ml) + Sabor no st. (ml)

El analisis de los datos obtenidos en cada Test de Discriminacion Simultdnea se
llevdo a cabo estableciendo la proporcion de preferencia mostrada por cada sujeto, y

aplicando un Analisis de Varianza unifactorial entre grupos.

Los resultados obtenidos en el primer Test de Discriminaciéon Simultanea permiten
concluir que no existen diferencias significativas entre los grupos a partir de la proporcion
de preferencia por el sabor manifestada por los sujetos (F (;20) = 0.0026; p < 0.959) (Figura
37).
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Figura 37. Porcentaje de preferencia por el sabor asociado a la estimulacion eléctrica del NPBle
[Sabor asociado a la estimulacion del NPBle / (Sabor asociado a la estimulacion + Sabor no asociado a la
estimulacion) x 100]; obtenido en el grupo experimental “positivo” y en el grupo “control” en el Test 1 de

Discriminacién Simultanea, en una tarea de aprendizaje gustativo secuencial.

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en el segundo Test de
Discriminacion Simultdnea muestra que incluso aumentando el numero de ensayos de
adquisicion, no se producen diferencias entre los grupos con respecto a la preferencia

mostrada por los animales (F(;, 19)= 0.754, p < 0.396) (Figura 38).
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Figura 38. Porcentaje de preferencia por el sabor asociado a la estimulacion eléctrica del NPBle
[Sabor asociado a la estimulacion del NPBle / (Sabor asociado a la estimulacion + Sabor no asociado a la
estimulacion) x 100], obtenido en el grupo experimental “positivo” y en el grupo “control” en el Test 2 de

Discriminacion Simultanea, en una tarea de aprendizaje gustativo secuencial demorado.
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DISCUSION.

Este estudio demuestra que la estimulacion eléctrica intracerebral del NPBle no
logra inducir preferencias gustativas cuando se utilizan tareas de discriminacién a largo

plazo o demoradas.

En cualquier caso, este resultado no parece depender de la técnica empleada para
inducir las preferencias gustativas, es decir, la estimulacion eléctrica intracerebral, ya que
este procedimiento se habia mostrado eficaz en otros estudios, por ejemplo, el Experimento
1 llevado a cabo en esta Tesis y durante la propia fase de condicionamiento espacial de este

experimento.

Este resultado negativo no puede explicarse en funcion del niimero de ensayos de
adquisicion ya que en este experimento se duplicé con respecto a lo habitual para el
establecimiento del aprendizaje gustativo (Agiiero, 1990; Cubero, 1995; Mediavilla et al.,
2000; Zafra, 2000; Zafra et al., 2002; Simoén, 2003...).

Sin embargo, estos resultados si parecen compatibles con estudios anteriores en los
que las lesiones del NPBle no afectan al aprendizaje de aversiones o preferencias gustativas
cuando se utilizan procedimientos demorados, pero si interrumpe el aprendizaje cuando se
lleva a cabo en tareas no demoradas (procedimientos a corto plazo o concurrentes).
(Mediavilla et al., 2000; Zafra et al., 2002).

En fin este estudio parece sugerir que el NPBle no estaria implicado en el
establecimiento de preferencias gustativas cuando la tarea de aprendizaje introduce
demoras entre la presentacion del estimulo gustativo y la estimulacion eléctrica
intracerebral (procedimientos a largo plazo o secuenciales). Los resultados obtenidos en
este y otros estudios previos sugieren por el contrario una implicacioén de este subnucleo en
tareas de aprendizaje de tipo no demorado, posibilidad que sera examinada en el siguiente
experimento, a través de pruebas de discriminacion gustativa que implican aprendizajes con

caracteristicas implicitas (contigiiidad).
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EXPERIMENTO 3: Preferencias gustativas inducidas por
estimulaciéon eléctrica del Nucleo Parabraquial Lateral
Externo en tareas de discriminaciéon en contigiiidad.

METODO.
SUJETOS.

En este experimento se utilizaron 40 ratas macho Wistar, suministradas por el
Estabulario de la Universidad de Granada, cuyo peso al inicio del experimento oscil6 entre
280 y 320 g. A su llegada al laboratorio, fueron distribuidas aleatoriamente en dos grupos,
un grupo experimental (con electrodo intracerebral) formado por 27 animales y un grupo
“control” (con falso implante, es decir so6lo con el electrodo “masa” o de referencia) de 13

ratas.

Hasta el inicio del protocolo experimental, los animales se mantuvieron en el
laboratorio en las mismas condiciones generales descritas en el apartado de Método del

Capitulo 1.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

El procedimiento quirurgico fue idéntico al descrito en el experimento anterior,
aunque en este caso el grupo “control” carece de electrodo intracerebral y s6lo dispone del
electrodo “masa” o de referencia que fue implantado sobre la superficie del craneo,
siguiendo un procedimiento idéntico al empleado para los sujetos experimentales. Después
de la intervencion quirurgica se establecio un periodo de recuperacion de al menos 10 dias,

durante el cual los animales disponian de comida y agua ad libitum.
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Tres de los animales experimentales con electrodo intracerebral tuvieron que ser

excluidos por mostrar conductas de giro tras el procedimiento quirdrgico.

PROCEDIMIENTO CONDUCTUAL.

Como en los casos anteriores, se determinaron los niveles de intensidad de la
corriente eléctrica a utilizar durante el procedimiento conductual asi como en el proceso de
condicionamiento espacial llevado a cabo en el mismo laberinto en forma de corredor

(Modelo 1) y que en esta ocasion oscilaron entre 60 y 170 pA.

Como se ha indicado, todos los animales fueron sometidos a la prueba de
condicionamiento de preferencia por un lugar (CPPc), aunque en el caso de los animales
con falso implante, con los conectores de estimulacion fijados, no recibieron estimulacion

eléctrica.

Siguiendo el criterio conductual establecido en el Experimento 1, resultaron tres
grupos de animales de acuerdo con el tiempo de permanencia en la zona asociada a la
estimulacion: Un grupo “positivo” formado por 7 animales, un grupo “negativo” con 13
ratas y por ultimo un grupo indiferente o “neutro” que contd inicialmente con sélo 4
animales. A este tltimo grupo “neutro” se le afiadieron los animales del grupo “control con
falso implante” (13 animales), formando asi un grupo con un total de 17 animales que a

partir de este momento no recibieron estimulacion eléctrica.

Estos animales se distribuyeron de la siguiente manera: A) Grupo “positivo” (7
animales) y su respectivo “control”/neutro (formado por 7 de los animales con falso
implante y 2 “neutrales”). B) Grupo “negativo” (13 ratas) y un grupo “control”/ neutro
formado por dos animales “neutrales” y 6 “controles con falso implante”. Todos los
animales “controles” (con falso implante y “neutrales”), fueron distribuidos entre los

grupos de manera aleatoria.
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EXPERIMENTO 3 A: Aprendizaje de preferencias
gustativas.

FASE 1: APRENDIZAJE DE PREFERENCIAS GUSTATIVAS.

Fase de Preentrenamiento.

El proceso de adaptacion seguido fue idéntico al descrito en el Experimento 2 (Pag.
126). Los animales fueron privados de agua, a la que sélo podian acceder durante 10
minutos en la primera sesion y 7 minutos en la segunda. Ademas recibian 14 g. de comida

después de la ingesta de agua.

Aprendizaje de Preferencias Gustativas.

También al igual que en el experimento anterior, las sesiones experimentales
comenzaban con la fijacion de los correspondientes conectores de estimulacion eléctrica
intracerebral, después de comprobar que los implantes se mantenian en perfectas

condiciones.

El procedimiento seguido para la induccion de preferencias gustativas fue el
siguiente: Se presentan en dias alternos, durante 7 minutos, dos estimulos gustativos
novedosos y neutros, con sabor a "Fresa" y a "Coco". Uno de estos estimulos era seguido
inmediatamente después por la estimulacion eléctrica del NPBle durante 10 minutos
(balanceando tanto la posicion como el orden de presentacidon), mientras que el otro

estimulo fue asociado a la “no estimulacién™ (ver Esquema 2 para obtener méas detalles).

El quinto dia se ofrecen a cada animal, durante 7 minutos, las dos buretas

simultdneamente con los estimulos gustativos, Fresa y Coco (Test de Discriminacion
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Simultanea). La posicion que ocupa cada sabor es la misma que la utilizada durante el

aprendizaje.

Transcurridas 6 horas desde el Test de Discriminacion Simultidnea, los animales
fueron sometidos a un Test de Inversion, que consistio en la presentacion de las dos buretas
con los estimulos gustativos Fresa y Coco, durante 7 minutos, pero situadas ahora en la
posicion (derecha/ izquierda) opuesta a la presentada durante el entrenamiento, es decir, la
bureta con Fresa se coloco a la derecha y la de Coco a la izquierda, registrando la ingesta

realizada en cada caso.

Sesion 1 Sesion 2 Sesion 3 | Sesion 4 TEST
FRESA (izda.) COCO (dcha.) FRESA (izda.)
Mitad de (7 min.) (7 min.)
los + + = Sesién 1 | = Sesién 2
animales NO COCO (dcha.)
ESTIMULACION | ESTIMULACION
(10 minutos) (10 minutos) 7 min.
FRESA (izda.) COCO (dcha.) FRESA (izda.)
Mitad de (7 min.) (7 min.)
los + + =Sesién 1 | = Sesién 2
animales NO COCO (dcha.)
ESTIMULACION | STIMULACION
(10 minutos) (10 minutos) 7 min.

Esquema 2. Diagrama que muestra el procedimiento conductual llevado a cabo en el Experimento 3
en el cual la estimulacion eléctrica (ST) del NPBle es asociada a un estimulo gustativo, Fresa o Coco,
balanceando tanto el estimulo asociado a la estimulacion como la posicion que ocupa (izquierda; derecha), en

una tarea de discriminacion gustativa en contigiiidad inter-estimular.
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FASE 2: INDUCCION  DE AUTOESTIMULACION  ELECTRICA
INTRACEREBRAL.

Trascurrida una semana desde la ultima fase conductual, los animales fueron
sometidos a un procedimiento experimental estindar de AEIC (Hawkins et al., 1983;
Cubero y Puerto, 2000; Simén, 2003) similar al descrito en el Capitulo I de esta Tesis
Doctoral.

Al igual que durante el experimento anterior, se utilizd ruido blanco de fondo,
durante todo el procedimiento conductual para evitar posibles sonidos imprevistos que

pudieran interferir con el experimento.

HISTOLOGIA.

Concluida la fase experimental los animales fueron perfundidos y el tejido cerebral
analizado histologicamente siguiendo el mismo procedimiento descrito en el Experimento
1. En la Figura 39 se puede comprobar la zona ocupada por el electrodo de estimulacion en
uno de los animales del grupo “positivo” de este estudio.

Figura 39. Seccion transversal del cerebro de un animal representativo del grupo “positivo” que
muestra la localizacion del tracto del electrodo. Abreviaturas: LPBE, Nucleo Parabraquial Lateral Externo;

MPB, Nucleo Parabraquial Medial; scp, Pedunculo Cerebeloso Superior.
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RESULTADOS.

Condicionamiento concurrente de preferencias por un lugar (CPPc).

Para el analisis de los datos obtenidos en las dos sesiones de adquisicion (llevadas a
cabo en el Laberinto Modelo 1) se aplicod el coeficiente de correlacion de Pearson. Los
resultados obtenidos indican que existe una correlacion significativa entre las dos sesiones

de condicionamiento de preferencia por un lugar (r = 0.7222, p < 0.001) (ver Figura 40).

650

550

450

350

CPP 2

250

150

Yo, Regresion de
-50 50 150 250 350 450 550 650 95% confianza

Figura 40: Matriz de correlacion entre el tiempo de permanencia de los animales en el
compartimento del Laberinto Modelo 1 asociado a la estimulacion eléctrica del NPBle en cada una de las dos

sesiones de condicionamiento de preferencia por un lugar.

Aplicando el criterio conductual establecido anteriormente, los animales fueron
asignados a tres grupos (“positivo”, “negativo” y “neutro”) en funcion del tiempo de
permanencia en el compartimiento asociado a la estimulacion, durante las dos sesiones de
condicionamiento. El grupo “positivo” presentd un promedio de permanencia en la zona
asociada a la estimulacion de 471.86 s.; el grupo “negativo” de 81.8 s., y el grupo
indiferente o “neutro”, 357.125 s. Por ultimo, los animales del grupo “control con falso

implante” presentaron una media de permanencia en la zona estimulada de 244.77 s.
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Fase 1: Aprendizaje de preferencias gustativas.

La proporcion de preferencia que los animales mostraban por el sabor asociado a la
estimulacion (igual que en el Experimento 2 de esta Tesis) se establecié de la siguiente

forma:

Sabor st. (ml)
Proporcion de preferencia = x 100
Sabor st. (ml) + Sabor no st. (ml)

Los resultados obtenidos fueron analizados a través de un ANOVA unifactorial
entre grupos, y muestran que la estimulacion eléctrica del NPBle induce un
comportamiento de preferencia significativamente mayor en el grupo “positivo” que en el
grupo “control” (F(;, 14y =5.016, p <0.042) (ver Figura 41).
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Test de Discriminacion Simultanea

Figura 41. Porcentaje de preferencia por el sabor asociado a la estimulacion eléctrica del Nucleo
Parabraquial Lateral Externo, obtenido en el grupo experimental “positivo” (en color azul) y en el grupo
“control” (en color morado) en el Test de Discriminacion Simultanea, en una tarea de aprendizaje
discriminativo en contigiiidad inter-estimular. El asterisco (*) muestra las diferencias entre grupos a un nivel

de significacion de 0.05.

A continuacion se examinaron los datos obtenidos en el Test de Inversion mediante
un ANOVA unifactorial entre grupos, en el que como variable dependiente se utilizo el

porcentaje de preferencia por el sabor asociado a la estimulacion. Los resultados muestran
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que existen diferencias significativas entre los grupos (F (;, 14y= 13.25 p < 0.0027), aunque
en este caso, y como se puede comprobar en la Figura 42, los animales estimulados
eléctricamente muestran una menor preferencia por el sabor asociado a la estimulacion que

los animales del grupo “control”.
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Figura 42. Representacion grafica del porcentaje de preferencia por el sabor asociado a la
estimulacion obtenido en el grupo experimental “positivo” (en color azul) y en el grupo “control” (en color
morado) en el Test de Inversion. Los asteriscos (**) representan la diferencia entre los grupos a un nivel de

significacion de 0.01.

Fase 2: Induccion de Autoestimulacion Eléctrica Intracerebral (AEIC).

Con respecto a la prueba de induccion de autoestimulacion intracerebral, ninguno de
los animales emiti¢ respuestas operantes de forma espontanea y voluntaria, a pesar del

intento de moldeamiento llevado a cabo.

DISCUSION.

A diferencia de lo sucedido en el experimento anterior, los resultados obtenidos en
este estudio ponen de manifiesto que la estimulacion eléctrica del ntcleo Parabraquial
Lateral Externo induce preferencias por los estimulos gustativos con los que es asociada,
ahora en una tarea de aprendizaje discriminativo en contigiiidad. Este resultado no puede

ser relacionado con una preferencia inicial por alguno de los estimulos en cuestion ya que,
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tanto los estimulos asociados con la estimulaciéon como su posicion, fueron balanceados a
lo largo del experimento, ademas del hecho de que el grupo “control” no muestra

preferencia alguna.

Estos resultados son compatibles con estudios recientes llevados a cabo por Zafra y
colaboradores (2002), en los que se demuestra que la lesion de este subnucleo impide el
aprendizaje de preferencias gustativas, inducidas por la administracion de nutrientes
predigeridos reforzantes, en una tarea de aprendizaje de tipo concurrente o a corto plazo.
Por tanto, parece que este niicleo puede estar implicado en el procesamiento del refuerzo
tanto de indole natural (Zafra et al., 2002) como artificial (estimulacion eléctrica

intracerebral) pero siempre que la tarea implique contigliidad inter-estimular.

Con respecto a los resultados obtenidos en el Test de Inversion, esta prueba
demuestra que los animales no pueden transferir el aprendizaje de preferencia adquirido
previamente, a una nueva situacion en la que cambian las condiciones (izquierda/ derecha)
originalmente establecidas durante la adquisicion. Ahora en una situaciéon nueva los
animales son incapaces de discriminar entre el estimulo asociado a la estimulacion
(reforzante) y el estimulo neutro (asociado a la no estimulacion). Este resultado podria ser
explicado en términos de un aprendizaje espacial o propioceptivo, o en otras palabras, cabe
la posibilidad de que los animales durante el proceso de adquisicion, hayan asociado el
efecto reforzante de la estimulacion a la posicion de la bureta (izquierda/ derecha) o a su
posicion en el entorno espacial, y no al estimulo gustativo presentado. Sin embargo, con los

datos obtenidos en este estudio no se puede descartar o confirmar esta posibilidad.

Por ultimo, los resultados obtenidos durante la prueba de induccion de AEIC fueron
de nuevo negativos. Este hecho abre la posibilidad de que el efecto reforzante generado
mediante la estimulacion del NPBle puede no ser idéntico al provocado habitualmente en

otras regiones cerebrales y que si sustentan conductas de autoestimulacion.
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EXPERIMENTO 3 B: Aprendizaje de aversiones
gustativas.

FASE 1: APRENDIZAJE DE AVERSIONES GUSTATIVAS.

Fase de Preentrenamiento.

Esta fase se desarroll6 de igual forma a la descrita en el experimento 3 A.

Fase de Aprendizaje Discriminativo.

Esta fase se realizd6 siguiendo un procedimiento idéntico al descrito en el
experimento 3 A (ver procedimiento en esquema 2), aunque en este caso tras el Test de
Discriminacion se volvid a repetir dicho procedimiento de manera que, el periodo
adquisitivo se llevdo a cabo en dos series repetidas con 2 ensayos cada una y sus

correspondientes (dos) Test de Discriminacion Simultanea:

Sesion 1- Sesidn 2- Sesion 3- Sesion 4- Test de Discriminacion Simultanea 1.

Sesion 5- Sesidn 6- Sesion 7- Sesion 8- Test de Discriminacion Simultanea 2.

Por ultimo se llevd a cabo un Test de Inversion, tras el segundo Test de

Discriminacion Simultanea.

HISTOLOGIA.

Una vez concluida la fase experimental los animales fueron sacrificados y se
procedi6 al estudio histologico de las zonas cerebrales intervenidas siguiendo el
procedimiento descrito en el Experimento 1, verificando de esta manera la posicion

ocupada por el electrodo, el NPBle (ver Figura 43).
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Fotografia 43. Seccion transversal del cerebro de un animal representativo del grupo “negativo” que
muestra la localizacion del electrodo. En la ldmina de la izquierda aparece coloreado en rosa el Nucleo
Parabraquial Lateral Externo. Abreviaturas: LPBE, Nucleo Parabraquial Lateral Externo; MPB, Nucleo

Parabraquial Medial; scp, Pediinculo Cerebeloso Superior.

RESULTADOS.

Fase 1: Aprendizaje de Aversiones Gustativas.

En el primer Test de Discriminacion Simultanea los resultados obtenidos muestran
una tendencia hacia la significacion (que no es alcanzada) entre los grupos en cuanto a la
preferencia mostrada por los animales por el estimulo gustativo asociado a la estimulacion

(F (1, 199 = 3.22, p < 0.0885). La Figura 44 muestra la proporcion de preferencia por el
“sabor estimulado” segun cada grupo.
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Figura 44. Representacion grafica del porcentaje de preferencia por el sabor asociado a la
estimulacion eléctrica del NPBle, manifestada por los animales del grupo “negativo” (en color rosa) y el

grupo “control” (en color morado) en el primer Test de Discriminaciéon Simultanea.

Por el contrario, el ANOVA de los datos obtenidos en el segundo Test de
Discriminacion Simultdnea muestra que existen diferencias significativas entre los grupos
“negativo” y “control” en la proporcion de preferencia que éstos manifiestan (F (1,19) = 5.77;
p <0.027). Los animales del grupo “negativo” muestran una reduccion en la proporcioén de

preferencia por el sabor asociado a la estimulacion eléctrica del NPBle (ver Figura 45).
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Figura 45. Representacion grafica del porcentaje de preferencia por el sabor asociado a la
estimulacion eléctrica del NPBle manifestada por los animales del grupo “negativo” (en color rosa) y el grupo
“control” (en color morado) en el Test 2 de Discriminaciéon Simultanea. El asterisco (*) muestra las

diferencias entre los grupos a un nivel de significacién menor de 0.05.

Por ultimo, el analisis de los datos obtenidos en el Test de Inversion, muestra que

existen diferencias entre los grupos en cuanto a la proporcion de preferencia mostrada por
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los animales (F (1,19) = 6.73; p < 0.02). En este caso, como puede comprobarse en la Figura
46, los animales del grupo “negativo” muestran una mayor preferencia por el sabor

asociado a la estimulacion.
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Figura 46. Representacion grafica del porcentaje de preferencia por el sabor asociado a la
estimulacion del NPBle manifestada por los animales del grupo “negativo” (en color rosa) y el grupo
“control” (en color morado). El asterisco (*) muestra las diferencias entre los grupos a un nivel de

significacion menor de 0.02.

DISCUSION.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que la activacion del Nucleo
Parabraquial Lateral Externo mediante estimulacion eléctrica intracerebral puede inducir
aversion o evitacion por los estimulos con los que es asociada. Una vez mas puede
afirmarse que es poco probable que este resultado sea debido a una aversion inicial hacia
los estimulos gustativos empleados ya que el grupo “control” ingiere cantidades similares
de ambos estimulos y la distribucion de dichos estimulos con respecto a la estimulacion ha

sido previamente balanceada.

Por otra parte, cuando se modifican las condiciones establecidas durante la
adquisicion del aprendizaje (Test de Inversion) los animales se muestran incapaces para
adaptar su conducta a las nuevas demandas. Los datos obtenidos en el Test de Inversion
parecen sugerir que los animales han aprendido a asociar el efecto aversivo de la
estimulacion con una de las posiciones, mas que con el sabor relacionado con la activacion
del PBle.
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Los resultados obtenidos en este estudio sobre la implicacion del Nucleo
Parabraquial Lateral Externo en procesos de aprendizaje discriminativo gustativo,
demuestran la participacion de este subnucleo en el aprendizaje de indole aversivo
(experimento 3 B) o apetitivo (experimento 3 A), siempre que los requisitos temporales se

ajusten a la modalidad implicita/ contigiiidad inter-estimular.

Los resultados obtenidos en el Experimento 2 ponen de manifiesto que incluso en el
caso de que se duplique el numero de ensayos de adquisicion, la estimulacion eléctrica del
NPBle no logra inducir preferencias gustativas, si se utilizan tareas de aprendizaje
discriminativo  gustativo demorado/ secuencial. Este hecho es compatible con
investigaciones realizadas en nuestro laboratorio que demuestran que las lesiones del
NPBIe no afectan al aprendizaje discriminativo gustativo aversivo (Mediavilla et al., 2000)
o apetitivo (Zafra et al., 2002), cuando el proceso de adquisicién utilizado es de tipo

secuencial.

Este resultado negativo no puede explicarse en términos del procedimiento técnico
empleado ya que la estimulacion eléctrica intracerebral constituye un estimulo eficaz para
inducir tanto preferencias (Cubero y Puerto, 2000; Garcia Pérez et al., 2002; Simon et al.,
2006) como aversiones (Gallo et al., 1988; Agiiero et al., 1993b; Hurtado et al., 2006;
Simon et al., 2007) hacia los estimulos con los que es asociada, ya sean de tipo gustativo o

espacial.

Por el contrario cuando en el Experimento 3, se utiliza una modalidad de
aprendizaje en contigiiidad/ implicito, la activacion eléctrica del NPBle pone de manifiesto
el caracter reforzante de la estimulacion, al preferir los animales, comparandolo con el
grupo “control”, el estimulo gustativo asociado (Experimento 3 A). Por su parte en el grupo
de animales “negativo”, la estimulacion eléctrica induce una clara aversion hacia el sabor
asociado a la estimulacion, resultado similar al observado previamente en estos animales,

en una tarea de CPPc (Experimento 3B).

Estos resultados podrian interpretarse inicialmente en términos de la activacion de

este area que incluye informacion gustativa. En efecto se han identificado en el Complejo
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Parabraquial, neuronas gustativas primarias que responden a los aspectos cualitativos del
estimulo gustativo (Yamada et al., 1990; Halsell y Frank, 1992; Yamamoto et al., 1994; Di
Lorenzo y Monroe, 1997; Halsell y Travers, 1997; Nishijo y Norgren, 1997). También se
han descrito células gustativas de caracter hedonico sensibles a los aspectos motivacionales
(aversivo o apetitivo) o a la valoracion innata o adquirida de la significacion bioldgica de
los estimulos gustativos y de sustancias quimicas (Yamamoto, 1993; Yamamoto et al.,
1994; Monroe y Di Lorenzo, 1995; Yamamoto y Sawa, 2000a; b). Por tanto, existe la
posibilidad de que la estimulacion eléctrica del NPBle pueda haber activado algunas de
estas ultimas células, de tipo 2 o hedodnicas (Yamamoto et al., 1994; Yamamoto y Sawa,
2000a; b), las cuales imprimirian un sello hedonico al estimulo gustativo que provocaria un
cambio en el valor inicial del estimulo asociado, haciéndolo mas atractivo para el sujeto y

permitiendo asi la preferencia observada en el test de eleccion.

Sin embargo esta posibilidad parece poco probable ya que las lesiones del NPBle no
interfieren con el procesamiento de la informacion gustativa. En efecto, a través de pruebas
de aprendizaje discriminativo demorado, se ha comprobado que las lesiones del NPBle no
interrumpen el establecimiento del aprendizaje secuencial gustativo (Zafra et al., 2002;
Simén, 2003).

Por otra parte, aunque la administracion intraoral de estimulos gustativos apetitivos
para los animales como la sacarina, sacarosa o la policosa, generan inmunorreactividad en
los subnucleos del Parabraquial, incluido aunque en menor grado, el subnucleo Lateral
Externo (Yamamoto et al., 1994; Yamamoto y Sawa, 2000a; b), la actividad celular
provocada en este subnucleo es mayor, cuando el estimulo gustativo administrado posee
efectos viscerales post-ingestion lo cual sugiere que el marcaje observado en el NPBle

puede deberse més a un efecto visceral que gustativo (Yamamoto y Sawa, 2000b).

Cabe la posibilidad por tanto, de que la estimulacion eléctrica del NPBle haya
podido actuar como sustituto adecuado de estimulos viscerales y/ o de sus consecuencias
motivacionales tanto de caracter aversivo como reforzante: Asi, investigaciones llevadas a
cabo en nuestro laboratorio, han demostrado que la estimulacion eléctrica de estructuras
como la Corteza Insular o el Area Postrema, puede inducir preferencias (Cubero y Puerto,
2000; Simon et al., 2007) o aversiones gustativas (Gallo et al., 1988; Agiiero et al., 1993b;
Hurtado et al., 2006; Simén et al., 2007), segin los casos. De hecho, numerosas
investigaciones han demostrado que el NPBle constituye uno de los primeros relevos

anatomicos implicados en el procesamiento de la informacion de visceral (Herman y
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Rogers, 1985; Langa y Van der Kooy, 1985; Herbert et al., 1990; Moga et al., 1990,
Bernard et al., 1991; 1993; Halsell, 1992; Kobashi et al., 1993; Light et al., 1993; Alden et
al., 1994; Jia, et al., 1994; Slugg y Light, 1994; Saper, 1995b; De Lacalle y Saper, 2000;
Sewards, 2004), y mas concretamente de la informacién visceral mediada neuralmente
(Fulwiler y Saper, 1984; Yamamoto et al., 1994; Sakai y Yamamoto, 1997; Wang et al.,
1999; Karimnamazi et al., 2002). Estudios llevados a cabo con técnicas de neuro-imagen
muestran activacion en el NPBle tras la estimulacion eléctrica de las ramas aferentes del
nervio Vago (Saleh y Cechetto, 1993; Gieroba y Blessing, 1994). Lo mismo sucede tras la
administracion de sustancias que estimulan receptores viscerales periféricos permitiendo
una deteccion visceral rapida, por ejemplo el cloruro soédico hipertonico, etanol, drogas de
abuso, glucosa, sacarosa, lactosa... (Yamamoto et al., 1992; Hochstenbach et al., 1993;
Kobashi et al., 1993; Hayward y Felder, 1995; Sakai y Yamamoto, 1997; Wang et al.,
1999; Yamamoto y Sawa, 2000a; b; Karimnamazi et al., 2002). Por ultimo, se ha
comprobado que la presencia de nutrientes en el intestino junto con la liberacion de
hormonas como la colecistoquinina generan sefiales que son procesadas via vagal (Ritter et
al., 1992a) y también por el NPBle (Li y Rowland, 1995).

De acuerdo con los datos presentados en este Capitulo asi como los de otros autores,
un factor que parece ser esencial es el intervalo inter-estimular. Arnould y Agmo (1999)
demostraron que la infusion intragastrica de glucosa en una tarea de aprendizaje en
contigiiidad, induce preferencias por los indices contextuales con las que es asociada en una
tarea de CPP, efecto que se elimina si se introduce una demora temporal inter-estimular de

15 minutos.

También se ha demostrado que el NPBle esta implicado en el procesamiento de la
informacion visceral vagal aversiva provocada por la administracion de distintos productos
aversivos. Asi, Mediavilla y colaboradores (2000), demostraron que la administracion de
cloruro sdédico hipertonico asociada de forma concurrente a la ingesta de un estimulo
gustativo, provoca una reduccion significativa en la ingesta de dicho estimulo (aprendizaje
interoceptivo), efecto puede ser eliminado al lesionar el NPBle (Mediavilla et al., 2000).
Resultados similares se han observado cuando se ha utilizado la administracion periférica
de morfina, comprobandose que la lesion de toda la region Lateral (incluyendo el PBle)
interrumpe el aprendizaje, efecto que no se produce si se lesiona el NPB Medial o si se
utiliza como estimulo intra-visceral el cloruro de litio (Bechara et al., 1993; Nader et al.,
1996).
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Esta region también ha sido implicada en el procesamiento de informacion visceral
reforzante. Resultados obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que la administracion
intragastrica de nutrientes reforzantes, induce una marcada preferencia por los estimulos
gustativos con los que es asociada, en una tarea de aprendizaje concurrente; este efecto es

interrumpido si se lesiona el NPBle (Zafra et al., 2002).

Por tanto, de acuerdo con los datos presentados, podria proponerse que la
estimulacion eléctrica del NPBle ha podido actuar como sustituto de un estimulo visceral
neural, y/ o de sus consecuencias motivacionales (aversivas y/ o reforzantes segin los
casos), el cual tras ser asociado al estimulo gustativo con un procedimiento en contigiiidad,
provoca una reduccion o aumento en su consumo; un efecto similar al observado en el
aprendizaje interoceptivo aversivo o reforzante, respectivamente (Puerto et al., 1976a; b;
Puerto y Molina, 1977; Le Magnen, 1990). Por otra parte existe la posibilidad de que los
animales hubieran aprendido y almacenado la informacién a través de un mecanismo
explicito que les permita transferir el conocimiento adquirido a nuevas situaciones
estimulares. Para comprobar esta hipotesis, se llevo a cabo un Test de Inversion en el que se
modifico la situacion estimular (izquierda/ derecha) que se habia utilizado durante el
periodo de adquisicion. Los resultados obtenidos muestran que los animales no son capaces
de transferir el aprendizaje cuando se introducen modificaciones con respecto al contexto
en el que se llevo a cabo el aprendizaje, lo cual sugiere que el NPBle solo formaria parte

del circuito anatémico implicado en el aprendizaje implicito.

Investigaciones recientes han demostrado que en las pruebas de Inversion, tras la
adquisicion de un aprendizaje gustativo de tipo concurrente, los animales no logran
transferir el aprendizaje adquirido, algo que si sucede en los aprendizajes secuenciales/
explicitos (Mediavilla et al., 2001). Los resultados obtenidos en este Capitulo muestran una
tendencia de los animales a ingerir una mayor cantidad del estimulo gustativo situado en la
posicion espacial que, durante el condicionamiento fue asociada a la estimulacion
intracerebral. Cabe la posibilidad por tanto, de que los animales hayan aprendido en

funcion de indices espaciales o propioceptivos (Arnould y Agmo, 1999).

En resumen, los resultados obtenidos en la presente investigacion permiten proponer
que el NPBIe participa en procesos de adquisicion concurrentes en los que los requisitos
temporales de la tarea desempefian un papel fundamental, de manera que en el caso de
introducir demoras inter-estimulares el aprendizaje no es probable. Este hecho junto con la

escasa flexibilidad demostrada en las pruebas de transferencia del aprendizaje, son
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caracteristicas propias de la adquisicion de un conocimiento no declarativo o implicito
(Petri y Mishkin, 1994; Reber et al., 1996). En cualquier caso, los resultados obtenidos en
el Test de Inversion no son concluyentes, y seran necesarios nuevos estudios que permitan

determinar si el NPBIle participa en procesos de aprendizaje de tipo explicito.

Anatdémicamente relacionado con el NPBle se encuentra el Cortex Insular (Fulwiler
y Saper, 1984; Halsell, 1992; De Lacalle y Saper, 2000) cuya participacion en el circuito
formado con el Tronco Cerebral puede ser esencial para la adquisicion y la manifestacion
del aprendizaje interoceptivo (Kiefer y Orr, 1992; Reilly et al., 1993; Yamamoto et al.,
1993). Los siguientes capitulos de esta Tesis Doctoral se van a centrar en esta region

cortical.
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CAPITULO Il

EXPERIMENTO 4: Consistencia en las aversiones o
preferencias por un Ilugar inducidas mediante Ila
estimulacion eléctrica de la Corteza Insular Agranular
Posterior.

La Corteza Insular es un area de tejido cortical, en la que de acuerdo con su
organizacion citoarquitectonica y las conexiones anatomicas que mantiene (ver apartado de
Anatomia y citoarquitectura de la Corteza Insular en el Capitulo de Introduccion de esta
Tesis Doctoral, pag. 74) pueden establecerse tres estratos en la dimension dorsoventral:
Granular, Disgranular y Agranular, aunque en algunas zonas existe cierto solapamiento. La
region Granular se sit@ia ventralmente a las dreas Somatosensoriales Primaria y Secundaria
y de acuerdo con las conexiones que mantiene, ha sido considerada como una zona
viscerosensorial (Cechetto y Saper, 1987; Ogawa et al., 1992; Augustine, 1996; Zhang y
Oppenheimer, 2000). Por su parte el estrato Disgranular, mas prominente a nivel rostral de
la rodilla del Cuerpo Calloso, esta considerado como el Cortex Gustativo de la rata
(Benjamin y Akert, 1959; Yamamoto et al., 1980). Finalmente la zona Agranular, que
ocupa la parte mas caudal de la CI, limitando con el Cortex Piriforme (Cechetto y Saper,
1987), es considerada por algunos autores como una region fundamental en la percepcion
gustativa y de las sefiales viscerales asociadas con la ingesta de comida (Sewards y
Sewards, 2001), asi como con la informacion visceral de tipo general (Cechetto y Saper,
1987).

Desde una perspectiva comportamental y a partir de la informacion sensorial
mencionada, en la CI pueden diferenciarse dos grandes areas: Una porcion Anterior,
relacionada principalmente con el procesamiento gustativo-nutritivo (Cechetto y Saper,
1987; Yamamoto et al., 1989); y otra region Posterior, implicada en el procesamiento de la
informacion de tipo visceral general (Cechetto y Saper, 1987; Ito, 1992, 1994, 1998; Zhang
y Oppenheimer, 1997; King et al., 1999). Aunque recientes investigaciones sugieren que
esta region posterior visceral (Insula Posterior) podria actuar modulando el procesamiento

de la informacion gustativa que se produce en la CI Anterior (Ogawa y Wang, 2002).
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Diversos estudios han relacionado también a la CI con el aprendizaje aversivo
gustativo (AAG), tanto durante el proceso de adquisicion como durante el periodo de
retencion (Cubero, 1995; Bures et al., 1998; Cubero et al., 1999; Sakai y Yamamoto, 1999;
Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000...). Asi por ejemplo, los estimulos gustativos de caracter
aversivo, originan una activacion de la CI Anterior (Kinomura et al., 1994), y lo mismo que
sucede con la percepcion de la temperatura y del dolor (Zhang y Oppenheimer, 2000). Por
ello se ha concluido que esta zona podria estar funcionalmente implicada en la
discriminacion de la intensidad de estimulos térmicos dolorosos, codificando gradualmente
las distintas intensidades con las que se presenta un estimulo. De hecho, en seres humanos
se ha observado un incremento gradual de su respuesta conforme aumenta la intensidad del

estimulo (Peyron et al., 2000).

Simultaneamente la Corteza Insular ha sido relacionada con el efecto analgésico
inducido por distintos tratamientos. Asi ha sucedido en pacientes con cuadros de dolor
neuropatico cronico (Duncan et al., 1998). Se ha podido comprobar que la estimulacion
eléctrica del Téalamo Somatosensorial (Talamo Ventroposterior Lateral y Medial;
VPL/VPM) inducia un efecto analgésico que activaba la Corteza Insular Anterior. Burkey y
colaboradores (1996) por su parte, han relacionado la CI, en este caso la zona Posterior

Agranular, con el efecto analgésico de la morfina.

Todos estos datos han permitido pensar que la Insula podria estar implicada en la
percepcion consciente del dolor y en la discriminacion de las cualidades afectivas de los
estimulos nocivos a través, por ejemplo, de sus conexiones con el sistema limbico (Peyron
et al., 2000). Asi se ha propuesto que dentro de la Corteza Insular, el procesamiento de la
informacion sensorial de los estimulos tanto somatosensoriales como gustativos, se llevaria
a cabo en la region anterior, mientras que la valoracion motivacional-afectiva se produciria
en la porcion posterior de la CI (Sewards y Sewards, 2001; 2002; Sewards, 2004).

Mas aun, algunos autores consideran que la CI podria estar implicada en la
valoracion heddnica innata o aprendida de los estimulos gustativos (Yamamoto et al., 1989;
Kiefer y Orr, 1992; Phillips et al., 1997; Yamamoto, 1998; Cubero y Puerto, 2000).
Concretamente, Yamamoto y su grupo han demostrado que, al igual que en las estructuras
del Troncoencéfalo, tales como el NTS o el Nucleo Parabraquial, en la Corteza Insular
existen células que responden ante el valor hedénico de los estimulos gustativos
(Yamamoto et al., 1989). De hecho, lesiones de la CI impiden el cambio en la valoracion
hedodnica de positivo a negativo que se produce tras una tarea de AAG (Kiefer y Orr, 1992).
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Por otra parte, se ha comprobado en nuestro laboratorio que la estimulacion
eléctrica de la CI Posterior induce preferencias por el estimulo con el que es asociada, en
una tarea de discriminacion gustativa (Cubero y Puerto, 2000). Inicialmente este efecto de
la estimulacion puede deberse a una activacion de las neuronas gustativas que procesan la
valoracion heddnica de los estimulos gustativos, potenciandola (Yamamoto et al., 1989),
pero también es posible un efecto sobre el procesamiento de la informacion motivacional-
afectiva y visceral que se producen esta zona (De Couteau et al., 1997; Balleine y
Dickinson 1998; 2000; Ragozzino y Kesner, 1999; Peyron et al., 2000; Sewards y Sewards,
2001; 2002; Sewards, 2004).

Por todo ello, en el presente estudio se pretende examinar si el efecto obtenido
mediante la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular Posterior esta restringido
especificamente a estimulos de tipo gustativo o por el contrario, se trata de un refuerzo mas
general que podria extenderse a otras situaciones estimulares como por ejemplo el
aprendizaje espacial. Ahora se va a utilizar una tarea de condicionamiento de preferencia
por un lugar (CPP), que como se ha demostrado en otros estudios y en el Experimento 1 de
esta Tesis, es un procedimiento fiable para comprobar el efecto reforzante o aversivo de la
estimulacion eléctrica intracerebral o de cualquier otra intervencion a nivel cerebral (Mucha
et al., 1982; Vezina y Stewart, 1987; Tzschentke, 1998). Concretamente se utilizara un
corredor de preferencia (Laberinto Modelo 1), donde tendran lugar dos sesiones de
condicionamiento. Posteriormente, se pretende confirmar y reproducir el efecto obtenido
mediante un nuevo laberinto (Laberinto Modelo 2) y un nuevo contexto. Por ultimo,
también se comprobara si la Corteza Insular forma parte del circuito prefrontal de refuerzo
general (McGregor y Atrens, 1991), utilizando para ello la técnica de autoestimulacion
eléctrica intracerebral en los mismos animales en los que se haya inducido preferencia por

un lugar.

METODO.
SUJETOS.

Los sujetos empleados fueron 19 ratas macho Wistar, suministradas por el
Animalario de la Universidad de Granada cuyo peso oscilaba entre 280-360 g al inicio del
estudio.
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Hasta el inicio del protocolo experimental, los animales se mantuvieron en el
laboratorio en las condiciones generales descritas en el apartado de Método del Capitulo I
de esta Tesis Doctoral (Pag. 100).

INSTRUMENTOS.

Al igual que en los experimentos anteriores, a su llegada al laboratorio, los animales
fueron instalados en jaulas individuales de metacrilato. Las jaulas utilizadas asi como el
material necesario para el procedimiento quirrgico son similares a los descritos en los

experimentos anteriores (ver apartado de Instrumentos del Capitulo I).

El equipo empleado para administrar y monitorizar la corriente eléctrica (ver
Figuras 21 y 22, Capitulo I), asi como el necesario para llevar a cabo la histologia, fue

idéntico al descrito en los experimentos anteriores.

Para el condicionamiento de preferencia por un lugar llevado a cabo en la primera
fase de este estudio, se utilizo el corredor de preferencia o laberinto Modelo 1 descrito en el
apartado de Instrumentos del Capitulo I. En la fase 2, el laberinto utilizado fue el Laberinto
en T o Modelo 2 (ver Figuras 23 y 24).

Fotografias 23 y 24. Vista desde arriba de los laberintos utilizados para el establecimiento del
condicionamiento de preferencia por un lugar. A la izquierda (1) el corredor de preferencia (Modelo 1); y a la

derecha (2) el Laberinto en T (Modelo 2). Abreviaturas: (I): Compartimento eliminado.
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Finalmente y en relacion con la induccion de autoestimulacion eléctrica
intracerebral, se emple6 una caja de plexiglas transparente (50 x 55 x 60 cm.), con una
palanca de presion en la pared frontal conectada al estimulador y a un contador de pulsos

(ver apartado de Instrumentos del Capitulo I, Figura 25).

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

Tras una semana de adaptacion a las nuevas condiciones del laboratorio, los
animales fueron sometidos a un proceso quirtrgico, idéntico al descrito en los
experimentos anteriores, aunque en este caso el electrodo monopolar fue implantado en la
CI Agranular Posterior [Coordenadas: AP =+ 8.16; L =+ 5.9; V =+ 2.4; a partir del punto

0 interaural, segun el atlas de Paxinos y Watson (1996)].

Transcurrido un periodo de recuperacion de al menos 10 dias, en el que los animales

disponian de agua y comida libremente, se inici6 el periodo conductual.

PROCEDIMIENTO CONDUCTUAL.

Como se indicaba, este periodo se inicio una vez que los animales se recuperaron de
la intervencion quirdrgica, mientras tanto eran mantenidos en sus mismas jaulas de
metacrilato individualizadas, con ciclos de luz oscuridad de 12/12 h, con comida y bebida
ad libitum. Las pruebas conductuales se llevaron a cabo durante el periodo de luz. La

temperatura de la habitacion se mantuvo entre 20-24° C.

Asi, durante todo el procedimiento conductual se emple6 ruido blanco para evitar

que posibles ruidos fortuitos pudieran alterar el comportamiento de los animales.

FASE 1: CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE PREFERENCIAS POR UN
LUGAR (CPPc) EN EL LABERINTO CON FORMA DE CORREDOR (MODELO 1).

Fase de fijacion de la intensidad de la corriente eléctrica apropiada.

Este procedimiento se llevo a cabo 2 dias antes del comienzo del condicionamiento

espacial y para ello se sigui6 el mismo procedimiento utilizado en los experimentos
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anteriores. Como entonces se establecieron los niveles de intensidad apropiados para cada
animal, de forma que en ningln caso se manifestaran alteraciones motoras o respuestas de
escape (Tehovnik, 1996). En este experimento, los niveles de intensidad oscilaron entre 100
y 600 pA, aunque durante el procedimiento conductual los niveles de corriente se redujeron
en un 25% (entre 75 y 450 pA), puesto que distintas pruebas con intensidad llevadas a cabo
en nuestro laboratorio, habian mostrado una mayor tolerancia a estas intensidades reducidas

cuando son administradas durante un largo periodo de tiempo.

CONDICIONAMIENTO DE PREFERENCIA.

El procedimiento seguido consistié en la estimulacion eléctrica concurrente de la
Corteza Insular Agranular coincidiendo con la estancia voluntaria del animal en una de las
zonas espaciales establecidas en el corredor de preferencia. Al igual que en los
experimentos anteriores, se considerd que el animal estaba dentro de una de las zonas del
laberinto cuando introducia la cabeza y las patas delanteras en ese area. La zona donde los
animales iban a recibir la estimulacion fue establecida de forma aleatoria antes de comenzar
el procedimiento experimental y fue adecuadamente contrabalanceada. Asi pues, a la mitad
de los animales se les administrd la estimulacion eléctrica en una zona del laberinto y al

resto en la otra.

El laberinto en corredor (Modelo 1) (ver apartado de Instrumentos, Figura 23) fue
colocado en el centro de la sala, en posicion Norte-Sur. El procedimiento fue el siguiente:
cada animal era situado en la zona central del corredor al tiempo que se activaba un registro
del tiempo. Durante 10 minutos, dos observadores contabilizaban el tiempo que el animal
permanecia en uno u otro lateral. Este procedimiento se llevd a cabo en dos sesiones, pero

solo la segunda fue considerada como indice de aprendizaje y preferencia.

FASE 2: CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE PREFERENCIA POR UN
LUGAR (CPPc) EN EL LABERINTO ENT (MODELO 2).

Para asegurar y confirmar que los resultados obtenidos en el laberinto modelo 1 no
fueron aleatorios, se repitio el proceso de condicionamiento utilizando un nuevo contexto
espacial, un laberinto en T o Modelo 2 (ver apartado de Instrumentos, Figura 24). Ahora se
modificaron las claves espaciales externas, colocando el laberinto en el centro del

laboratorio pero en posicion Este-Oeste. En este caso, y de modo analogo al experimento
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anterior, el lugar donde los animales recibieron la estimulacion fue contrabalanceado, de
manera que la mitad de los animales recibieron estimulacion en un lateral del laberinto y el

resto en el otro.

FASE 3: INDUCCION DE AUTOESTIMULACION ELECTRICA
INTRACEREBRAL.

Estos animales implantados en la Corteza Insular Agranular, fueron sometidos a un
procedimiento experimental estandar de AEIC, similar al descrito en los capitulos
anteriores (Hawkins et al., 1983; Cubero y Puerto, 2000; Simén, 2003).

HISTOLOGIA.

Tras finalizar las pruebas conductuales, los animales recibieron una sobredosis de
anestésico y se efectud una pequeiia lesion electrolitica en la zona donde estaba localizado
el electrodo. Posteriormente, fueron perfundidos con suero salino y una solucién de formol
intra-cardiaco. Los cerebros fueron extraidos y conservados en paraformaldehido al 10%
durante varios dias para posteriormente ser seccionados en ldminas coronales de 60 micras
con un microtomo por congelacion. La posicion de los electrodos fue verificada utilizando

una tincion con Violeta de Cresilo, siendo posteriormente fotografiada (ver Figura 47).

ANALISIS ESTADISTICO.

De acuerdo con lo indicado anteriormente, se consideraron como indices de
aprendizaje los datos obtenidos en el segundo dia de adquisicion en la prueba de
condicionamiento concurrente de preferencia por un lugar, tanto en el laberinto con forma
de corredor (Modelo 1) como en el laberinto en T (Modelo 2). Estos datos fueron

comparados utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson y un andlisis de Cluster.
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Figura 47. Fotografia que muestra una seccion transversal del cerebro de un animal representativo
del grupo “positivo” donde se comprueba la localizacion del electrodo en la Corteza Insular Agranular
Posterior. La Corteza Insular Agranular Posterior (AIP) aparece coloreada en la ldmina inferior. Abreviaturas:
AIP: Corteza Insular Agranular Posterior; Cpu: Caudado Putamen; LV: Ventriculo Lateral; S2: Cortex

Somatosensorial Secundario.
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RESULTADOS.

Los resultados obtenidos muestran una correlacion positiva entre el segundo dia de
condicionamiento concurrente de preferencias por un lugar en el laberinto Modelo 1 y en el
laberinto Modelo 2 (r = 0.548; p = 0.015). Lo que nos indica que el tiempo transcurrido por
cada animal en la zona estimulada vs. no estimulada estan significativamente
correlacionados, es decir que el efecto de preferencia y evitacion hacia un lugar inducido

por la estimulacion eléctrica de la CI no es un resultado aleatorio (ver Figura 48).
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Figura 48. Representacion grafica de la correlacion entre el tiempo (expresado en segundos)
transcurrido por los animales el segundo dia de condicionamiento espacial, en la zona del laberinto Modelo 1
(Test 1) y del laberinto Modelo 2 (Test 2), asociada a la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular Agranular

Posterior.

Mediante un analisis de Cluster en cada uno de los casos (segundo dia de CPP de
cada laberinto), se obtuvieron 3 grupos de animales bien diferenciados. Un grupo de 7
animales con una clara preferencia por la zona donde recibi6 estimulacion de la Corteza
Insular (con una media de 480.785 s) (r = 0.753; p = 0.050), otro grupo de 7 sujetos que
prefirid la zona no estimulada (media de 76 s en la zona estimulada) (r = 0.869; p = 0.011)
y finalmente un tercer grupo (n = 5), no definido o “neutral” (por lo que se comprueba que
no existe correlacion entre los resultados de ambos laberintos; r = 0.196; p = 0.75). Esta
misma distribucion de los animales la podemos obtener si aplicamos el criterio conductual

establecido anteriormente (Experimento 1) (Pag. 106).
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Con respecto a la prueba de induccion de autoestimulacion intracerebral, no pudo
lograrse que ninguno de estos animales consiguiera aprender a emitir respuestas operantes

de forma espontanea y voluntaria, a pesar del periodo de moldeamiento utilizado.

DISCUSION.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la estimulacion eléctrica de

la Corteza Insular Agranular Posterior puede generar efectos motivacionales consistentes:

Asi una parte de los animales, muestran una marcada preferencia por los estimulos o
indices espaciales (somatosensoriales y/ o visuales) asociados con la activacion

eléctrica simultanea de esta region cerebral (grupo “positivo”).

Otros animales, por su parte, muestran reacciones consistentes de aversion o
evitacion del lugar asociado con la estimulacion eléctrica intracerebral (grupo

“negativo”).

Y por ultimo, existe un tercer grupo en el que la estimulacion eléctrica de la CI no
provoca una respuesta definida de evitacion o aproximacion hacia el lugar asociado
a la estimulacion, mostrando una conducta alternante o de indiferencia (grupo

“neutro”).

Asi pues, estos resultados no parecen ser aleatorios, ya que la repeticion del
procedimiento de CPP concurrente, modificando los parametros estimulares internos
(laberintos diferentes) y externos (distinta posicion del laberinto en la sala) no impide que
se reproduzcan las conductas de preferencias o evitacion de la zona asociada a la

estimulacion.

Por su parte, la ausencia de efectos positivos en la prueba operante de
autoestimulacion intracerebral, sugiere que las preferencias espaciales inducidas a través de
la estimulacion eléctrica de la CI Posterior no podrian ser explicadas como resultado de la
activacion del circuito prefrontal de refuerzo general (McGregor y Atrens, 1991). De
hecho, estudios llevados a cabo mediante técnicas inmuno-histoquimicas en los que se

examind el marcaje de células en las distintas regiones cerebrales activadas por la
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autoestimulacion intracerebral del Hipotalamo Lateral, no incluyen una activacion de la CI
(Arvanitogiannis et al., 1997; Flores et al., 1997; Hunt y McGregor, 1998), a pesar de la

conexiones anatomicas existentes (Ongur et al., 1998; Dupont et al., 2003).

Sin embargo, aunque los resultados obtenidos en este y otros estudios (Cubero y
Puerto, 2000) sugieren que el efecto reforzante inducido por la activacion eléctrica de la CI
Posterior no es debido a que esta estructura sustente conductas de autoestimulacion, con los
datos disponibles por el momento, no se puede descartar definitivamente la posibilidad de
que la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular no haya generado preferencias
espaciales, a través de la activacion de alguno de los componentes de un circuito de

refuerzo general.

Con respecto a las preferencias y aversiones hacia un lugar obtenidas en este
experimento mediante la estimulacion eléctrica de la CI, se podria decir que ademas de en
el procesamiento de la informacion gustativa, visceral y nociceptiva (Cechetto y Saper,
1987; Yamamoto et al., 1989; Kinomura et al., 1994; Augustine, 1996; McDonald, 1998;
Francis et al., 1999; Gautier et al., 1999; King et al., 1999; Small et al., 1999; Peyron et al.,
2000; Treede et al., 2000; Zhang y Openheimer, 2000; Sewards y Sewards, 2002; Dupont
et al., 2003; Sewards, 2004...), la Corteza Insular interviene también en procesos
adquisitivos de tipo reforzante y/ o aversivo, estableciendo asociaciones con estimulos
somatosensoriales tales como la textura del suelo, con aspectos visuales (por ejemplo las
paredes de las distintas zonas de los laberintos son distintas), o espaciales, originando

conductas de aproximacion o evitacion hacia dichos estimulos, segtn los casos.

Mas aun, estudios anatomicos, conductuales y neurofisioldgicos previos han
demostrado que la CI participa en el procesamiento de la informacion somatosensorial,
tanto inocua como nociceptiva (Augustine, 1996; Chikama et al., 1997; Hanamori et al.,
1998; Ito, 1998; McDonald, 1998; Zhang et al., 1999; Peyron et al., 2000; Treede et al.,
2000; Zhang y Oppenheimer, 2000; Ogawa y Wang, 2002; Peyron et al., 2002; Sewards y
Sewards, 2002; Wise et al., 2002; Cobos et al., 2003; Dupont et al., 2003; Inui et al.,
2003...). Asi, investigaciones llevadas a cabo con técnicas lesivas, demuestran la
implicaciéon de la Corteza Insular Posterior en distintas tareas de aprendizaje espacial
(Bermudez-Rattoni et al., 1991; Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991; Nerad et al., 1996).
Concretamente, Nerad y colaboradores (1996) comprobaron que la lesion de la Corteza

Insular Posterior en ratas, bloqueaba la adquisicion del aprendizaje en una tarea de
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localizacion espacial (el laberinto acuatico de Morris), no observandose este resultado

cuando la lesion se localizaba en la region anterior.

Sin embargo, también existe evidencia a favor de la implicacion de la CI en el
procesamiento de la informacioén gustativa, aunque principalmente de su region anterior
(Yamamoto et al., 1984; Yamamoto et al., 1985 b,c; Yamamoto et al., 1988a; Yamamoto et
al., 1989; Kiefer y Orr, 1992; Scott et al., 1994; Norgren, 1995; Saper, 1995; Augustine,
1996; Phillips et al., 1997; Yamamoto, 1998; Yasoshima y Yamamoto, 1998; Cubero y
Puerto, 2000; Hayama y Ogawa, 2001; Sewards y Sewards, 2001...). A través de técnicas
de neuro-imagen se ha podido comprobar la activacion de la Corteza Insular Anterior en
presencia de estimulos gustativos (Kinomura et al., 1994; Francis et al., 1999; Gautier et al.,
1999; Small et al.,, 1999) o en tareas de discriminacion gustativa (Augustine, 1996).
Pacientes con lesiones en la CI rostro-dorsal muestran déficits en estas mismas tareas de
discriminacion gustativa asi como en la deteccion de la intensidad de estos sabores; aunque

esto no ocurre cuando la lesion se localiza en la CI Posterior (Pritchard et al., 1999).

Diversos estudios neurofisiologicos han mostrado la existencia de células
gustativas en la CI, aunque tanto las células relacionadas con el procesamiento de la
cualidad sensorial discriminativa del estimulo gustativo (Yamamoto et al., 1984;
Yamamoto et al., 1985 b,c; Yamamoto et al., 1988a; Yamamoto et al., 1989; Scott et al.,
1994; Augustine, 1996; Yasoshima y Yamamoto, 1998; Hayama y Ogawa, 2001) como las
células implicadas en los aspectos hedonicos o de valoracion innata o adquirida de la
significacion biologica de estos estimulos (Yamamoto et al., 1985 b,c; Yamamoto et al.,
1989; Yasoshima y Yamamoto, 1998), estarian localizadas principalmente en la porcion
Granular y Disgranular de la CI Anterior (Yamamoto et al., 1985 b,c; Yamamoto et al.,
1989; Yasoshima y Yamamoto, 1998; Hayama y Ogawa, 2001). En menor medida también
se han identificado neuronas sensibles al sabor en la Insula Agranular (Norgen, 1995;
Hanamori et al., 1998; King et al., 1999; Ogawa y Wang, 2002), situdndose de manera

entremezclada con células mecano y termo-receptivas (Norgen, 1995).

Utilizando técnicas lesivas se ha intentado disociar funcionalmente entre distintas
areas de la Corteza Insular, y asi se ha comprobado que la zona Anterior-Central del Cortex
Insular, pero no la region Posterior, podria desempefiar un papel fundamental en la
adquisicién y/ o retencion del aprendizaje de aversiones gustativas (Cubero, 1995; Nerad et
al., 1996). La region Central-Posterior, por su parte, seria relevante en el aprendizaje
espacial (Nerad et al., 1996), sin afectar a la adquisicion del aprendizaje aversivo gustativo
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(Cubero, 1995; Nerad et al., 1996). No obstante, dadas las abundantes aferencias que la
Corteza Insular Gustativa (Insula Anterior) recibe del Area Insular Visceral (insula
Posterior) (McDonald y Jackson, 1987; Augustine, 1996; Wright y Groenewegen, 1996;
McDonald, 1998; Shi y Cassell; 1998; Nakashima et al., 2000) esta region visceral podria
actuar modulando el procesamiento de la informacion gustativa que se produce en la CI
Anterior (Ogawa y Wang, 2002).

Estos resultados apoyarian el planteamiento propuesto por autores como Sewards y
Sewards (Sewards y Sewards, 2001; 2002; Sewards, 2004) segtn el cual, el procesamiento
de la informacion discriminativa sensorial y hedonica (en distintos sistemas cerebrales
como el somatosensorial o el gustativo) se llevaria a cabo por via neurales separadas y en
paralelo. Asi, segin estos autores, dentro de la Corteza Insular los aspectos sensoriales de
los estimulos serian procesados generalmente por las zonas mas anteriores, mientras que la
representacion hedonica estaria localizada a un nivel mas posterior. Esta posibilidad se ve
apoyada por estudios conductuales y neuroanatémicos en los que se ha demostrado la
existencia de convergencia de la informacion sensorial y visceral en esta zona cortical, e
incluso en las mismas células de esta area (Hanamori et al., 1998; Ogawa y Wang, 2002).
Es mas, algunos estudios neurofisioldgicos han comprobado convergencia de informacion
gustativa de tipo apetitivo y aversivo en algunas células de la CI (Yamamoto et al., 1989),
asi como de informacidon somatosensorial inocua y nociva en neuronas de esta misma

region (Ogawa y Wang, 2002).

De acuerdo con todo ello, la estimulacion de la Corteza Insular Posterior podria
haber actuado activando alguno de los circuitos neurales implicados en el proceso de
atribucion de incentivo, provocando asi la aparicion de conductas de preferencias o
aversion hacia los estimulos somatosensoriales y/ o gustativos con los que ha sido asociada.
En este sentido, algunos investigadores consideran que la CI desempefia un papel
fundamental en el proceso de aprendizaje acerca del valor recompensante de los alimentos
(De Couteau et al., 1997; Balleine y Dickinson, 1998; 2000; Beninger y Miller, 1998;
Ragozzino y Kesner, 1999). Por el contrario, lesiones de la CI Agranular provocan un
deterioro del recuerdo (memoria de trabajo) de la magnitud del valor reforzante de la
comida (De Couteau et al., 1997; Balleine y Dickinson, 1998; 2000; Ragozzino y Kesner,

1999), sin afectar a la localizacion espacial del refuerzo.

De momento, los datos disponibles en este estudio, no permiten determinar cual es

la accion fisiologica concreta que ejerce la estimulacion del Cortex Insular Posterior sobre
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los distintos procesos biologicos para inducir preferencias y aversiones. Existe la
posibilidad de que la estimulacién haya podido actuar como sustituto adecuado del estimulo
visceral durante el proceso de asociacion establecido en el CPPc. En investigaciones
previas llevadas a cabo en nuestro laboratorio, la estimulacion eléctrica de diversas
estructuras como el Area Postrema o la Corteza Insular, ha sido utilizada como un eficaz
sustituto del estimulo visceral y/ o de sus consecuencias motivacionales, en paradigmas de
aprendizaje discriminativo gustativo tanto aversivo (Gallo et al., 1988; Agiiero et al.,
1993b) como reforzante (Cubero y Puerto, 2000). Esta posibilidad seria compatible con los
estudios conductuales, anatomicos y neurofisioldgicos, que han sugerido que la Corteza
Insular estaria implicada en el procesamiento de la informacion visceral (Cechetto y Saper,
1987; Yamamoto et al., 1989; Chikama et al., 1997; Hecht et al., 1999; King et al., 1999;
De Lacalle y Saper, 2000; Zhang y Oppenheimer, 2000; Dupont et al., 2003; Gabbott et al,
2003; Vertes, 2004). De hecho se ha podido comprobar mediante técnicas neurofisiologicas
que la activacion cervical vagal (Ito, 1998) y la estimulacion eléctrica del es6fago (Hecht et
al., 1999) provoca un aumento en la actividad de la CI. Por el contrario, la estimulacion
eléctrica de la CI induce cambios en la amplitud de las contracciones y del tono géstrico
(Aleksandrov et al., 1996).

Siguiendo esta linea, nuestros datos podrian explicarse considerando que el efecto
observado en este experimento, podria deberse a que la estimulacion de la CI Posterior,
podria haber activado un patrén neural especifico que codifica la informacion visceral
positiva (o negativa). De este modo la estimulacion eléctrica de esta region cortical podria
estar evocando patrones neurales relacionados con reforzadores viscerales naturales
positivos, los cuales al ser asociados con un lugar en el espacio, originarian la preferencia
por dicho contexto. Este efecto podria ser similar al observado cuando un estimulo
gustativo se asocia a beneficios metabodlicos, lo que elicita la preferencia gustativa por
dicho estimulo (Puerto et al., 1976a; b; Puerto y Molina, 1977; Le Magnen, 1990).

Con respecto al grupo negativo descrito en este estudio, cabria la posibilidad de que
la estimulacion pueda activar células que codifican la informacion visceral negativa (por
ejemplo relacionada con el dolor visceral), originando una sensacién de malestar que hace
que los animales eviten el lugar asociado a la estimulacion. Diversos estudios conductuales,
neurofisiologicos y anatomicos han relacionado a la Corteza Insular con procesos de
aprendizaje aversivo gustativo asi como con el procesamiento de la informacion
somatosensorial y nociceptiva (Augustine, 1996; Bures et al., 1998; Cubero et al. 1999;
Sakai y Yamamoto, 1999; Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000; Liotti et al., 2000; Peyron et
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al., 2000; Shin et al., 2000; Treede et al., 2000; Zhang y Oppenheimer, 2000; Dupont et al.,
2003...). En cualquier caso, no existe de momento suficiente evidencia para descartar ni

confirmar esta hipotesis de trabajo que requiere una mayor investigacion.

Finalmente, existe también la posibilidad de que los resultados obtenidos en este
estudio, a saber, que las preferencias espaciales inducidas por la activacion de la CI
Posterior, puedan estar relacionadas con la activacion de vias nerviosas de refuerzo
intracerebral sobre las que también parecen actuar algunas drogas de abuso, opiaceos por
ejemplo (Mansour et al., 1994; Garcia et al., 1995; Burkey et al., 1996; Burkey et al., 1999;
Paredes et al., 2000). Distintos autores han sugerido la posibilidad de que las diferentes
modalidades de refuerzo (homeostatico, estimulacion eléctrica, sustancias de abuso, etc.)
podrian compartir de algin modo un mismo sistema neurobioldgico (Berman et al., 1994;
Wolinsky et al., 1996; Fernandez-Espejo, 2002; Kelley y Berridge, 2002). De hecho existen
numerosos estudios que han examinado la interaccién entre el estado nutritivo de los
animales y algunas drogas de abuso como la morfina y la cocaina (Bechara y van der Kooy,
1992; Bell et al., 1997). Asi, por ejemplo, el condicionamiento de preferencias por un lugar
inducido por la comida, puede ser contrarrestado por los farmacos que habitualmente se
utilizan (Nader y Van der Kooy, 1994) para el bloqueo de la accion de las drogas de abuso
y otros procedimientos artificiales de recompensa (Agmo et al., 1995). Para comprobar esta

hipotesis se llevo a cabo el siguiente experimento.
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CAPITULO IV

EXPERIMENTO 5: Aversiones y preferencias por un lugar
inducidas mediante la estimulacion eléctrica de Ila
Corteza Insular Agranular Posterior: Efecto de Ila
Naloxona.

Los resultados obtenidos en investigaciones previas en nuestro laboratorio y en el
capitulo anterior de esta Tesis Doctoral, muestran que la estimulacion eléctrica de la CI
Agranular Posterior induce preferencias o aversiones hacia los estimulos con los que es
asociada, ya sean de tipo gustativo (Cubero y Puerto, 2000) o espacial (Experimento 4 de
esta Tesis Doctoral). Este hecho sugiere la participacion de esta region cerebral en procesos
reforzantes generales, no dependientes de las caracteristicas sensoriales de los estimulos

que se utilicen.

Existen numerosas pruebas de la existencia de una gran concentracion de receptores
K, ky den la Corteza Insular (Mansour et al., 1994; Garcia et al., 1995; Svingos et al.,
1995; Burkey et al., 1996; Burkey et al., 1999; Izenwasser et al., 1999; Paredes et al., 2000;
Vilpoux et al., 2002). Asi diversos autores consideran que la Corteza Insular puede
desempenar un papel fundamental en la valoracion hedoénica de los estimulos gustativos
(Yamamoto et al., 1989; Kiefer y Orr, 1992; Phillips et al., 1997; Yamamoto, 1998; Cubero
y Puerto, 2000; Sewards, 2004). Dado que, la activacion de esta region cerebral induce
preferencias por los estimulos gustativos con los que es asociada (Cubero y Puerto, 2000),
este efecto también podria estar mediado por la accidon de opidceos endogenos, ya que,
como se ha mencionado con anterioridad, estas sustancias pueden modular las cualidades
sensoriales de la comida haciéndola mas apetecible, provocando la aparicion del “ansia” o
apetencia por consumirla (Le Magnen, 1990; Cooper y Higgs, 1994; Mercer y Holder,
1997).

Con respecto a la implicacion de la CI en las propiedades motivaciones aversivas de
la morfina, se ha demostrado que las lesiones del Cortex Visceral Insular Agranular,

bloquean la adquisicion del AAG inducido por morfina (Mackey et al., 1986). Este efecto
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parece estar mediado también por la inervacion dopaminérgica de la Corteza Insular, puesto
que lesiones selectivas de las vias dopaminérgicas que recibe, elimina las aversiones
gustativas condicionadas inducidas por la morfina, aunque no afecta al CPP que induce esta
sustancia (Zito et al.,1988).

Por otra parte, Paredes y colaboradores (2000) han comprobado que después de la
activacion convulsivante (kindling/ nivel epiléptico) de la CI Granular, la instalacion de los
animales en una de las areas del laberinto puede provocar el desarrollo de preferencias
hacia esa zona. Estos autores demostraron ademas que este efecto puede estar mediado por
la liberacion de opiaceos endogenos, ya que la administracion de naloxona (antagonista

opiaceo) bloqueaba dicha preferencia.

Por 1ultimo, distintos estudios conductuales han demostrado la implicacion de la CI
Agranular, en el procesamiento de las propiedades analgésicas de los opidceos (Burkey et
al., 1996; Burkey et al., 1999). Asi, Burkey y colaboradores (1996, 1999) han demostrado
que la administracion de morfina en la Corteza Insular Agranular provoca un efecto
analgésico que podria estar mediado por la acciéon de la morfina sobre los receptores
opiaceos p localizados en la Corteza Insular Agranular rostral, ya que la administracion (en

dicha zona) de un antagonista como la naltrexona, bloquea este efecto analgésico.

Numerosas investigaciones han relacionado también a la CI con los efectos de
distintas sustancias de abuso. Asi por ejemplo, mediante técnicas inmuno-histoquimicas y
de neuroimagen se ha comprobado que la administracion de cocaina, heroina o marihuana
provoca una activacion de la CI (Mathew et al., 1997; Wang et al., 1999b; Porrino y Lyons,
2000; Sell et al., 2000; Bonson et al., 2002; O Leary et al., 2002; Allen et al., 2003).

Todos estos resultados sugieren que las preferencias por un lugar inducidas por la
estimulacion eléctrica de la Corteza Insular Agranular Posterior podrian estar mediadas
teoricamente, por el sistema de opidceos enddgenos. Para comprobar esta hipdtesis se llevo
a cabo el siguiente experimento en el que se ha utilizado un procedimiento concurrente de
condicionamiento de preferencia por un lugar, de modo que tras dos sesiones adquisicion y
una vez establecidas las preferencias o aversiones hacia un lugar, se examinaria el efecto de
la administracion de un antagonista opidceo (naloxona). Cabria esperar que si la activacion
reforzante inducida por la estimulacion eléctrica intracerebral es debida a la accion de
opiaceos endogenos, este efecto recompensante deberia ser bloqueado por la accion

antagonista de la naloxona.
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METODO.
SUJETOS.

Se emplearon 19 ratas macho Wistar suministradas por el Estabulario de la

Universidad de Granada cuyos pesos oscilaron entre 280-360 g al inicio del estudio.

Hasta el inicio del protocolo experimental, estos animales se mantuvieron en el

laboratorio en las condiciones descritas en el apartado de Método del Experimento 1.

INSTRUMENTOS.
El instrumental empleado en este Experimento, fue el mismo que el descrito en el

experimento anterior. Ahora se ha utilizado un antagonista opidceo, Naloxona Clorhidrato

(Laboratorios Sigma; St. Louis, U.S.A.), en dosis de 4 mg./ ml./ Kg.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

El procedimiento quirargico es idéntico al descrito anteriormente en el Capitulo III.

PROCEDIMIENTO CONDUCTUAL.

FASE 1: CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE PREFERENCIA POR UN
LUGAR (CPPc) EN EL LABERINTO CON FORMA DE CORREDOR (LABERINTO
MODELO I).

Fase de fijacion de la intensidad de la corriente eléctrica apropiada.
Esta fase se realizd6 de forma similar a la descrita en el experimento anterior,

estableciendo asi la intensidad de la estimulacion adecuada para cada animal que, en este

caso, oscild entre 70 y 385 pA.
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CONDICIONAMIENTO DE PREFERENCIA.

Los animales fueron examinados en una prueba de condicionamiento concurrente de
preferencia por un lugar constituida por dos sesiones de adquisicion (de 10 minutos cada
una) llevadas a cabo en dias sucesivos, de un modo similar al procedimiento utilizado en el

laberinto Modelo 1 descrito en el Experimento 1.

De acuerdo con el comportamiento de los animales y los criterios de clasificacion
descritos en el Experimento 1 (Pag. 106) se formaron tres grupos segun el tiempo de
permanencia de los sujetos en cada una de las zonas del laberinto. La estimulacion eléctrica
de la CI Posterior inducia preferencias espaciales en 7 animales (“positivos”), aversion o
evitacion de la zona de estimulacion en otros 7 animales (“negativos”) e indiferencia por
cualquiera de las dos zonas en 5 animales (“neutros”). Estos animales “neutros” no reciben
estimulacion en ninguno de los procedimientos conductuales posteriores y pasaron a ser

considerados como animales controles.

FASE 2 NALOXONA Y CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE
PREFERENCIA POR UN LUGAR (CPPc) EN EL LABERINTO MODELO 1.

Transcurridas 48 horas después de finalizar la fase anterior, a todos los animales se
les inyectd el antagonista opidceo, naloxona, via subcutanea (4 mg./ ml./ Kg.). Tras 20
minutos desde la administracion del farmaco, los animales fueron sometidos a una nueva
sesion de condicionamiento concurrente de preferencia por un lugar en el laberinto con

forma de corredor o Modelo 1, similar a la descrita anteriormente.

FASE 3: NALOXONA Y CPPc EN LABERINTO EN T (MODELO 2).

48 horas después de la administracion del farmaco, todos los animales recibieron
una nueva inyeccion de naloxona (4 mg./ ml./ Kg.) 20 minutos antes de ser sometidos a un
nuevo proceso de condicionamiento por un lugar, aunque ahora en un laberinto diferente,
Laberinto en T o Modelo 2 (descrito en el Experimento 1). En este nuevo test también se
modificaron los indices espaciales externos (colocando el laberinto en posicion Este/
Oeste).
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FASE 4: CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE PREFERENCIA POR UN
LUGAR (CPPc) EN EL LABERINTO ENT (MODELO 2).

Tras 48 horas, los animales volvieron a ser examinados en la prueba de
condicionamiento espacial en el laberinto en T o Modelo 2 (similar al descrito en el

Experimento I), pero esta vez sin la administracion de naloxona.

FASE 5: INDUCCION DE AUTOESTIMULACION ELECTRICA
INTRACEREBRAL.

Una vez finalizado el experimento de condicionamiento de preferencia por un lugar,
estos animales fueron sometidos a un proceso de aprendizaje de autoestimulacion eléctrica

intracerebral, similar al descrito en el Experimento 1.

HISTOLOGIA.

Tras las pruebas conductuales descritas, los animales recibieron una sobredosis de
anestésico (0.25 mg. de Pentotal sodico) y se realizd una pequefia lesion electrolitica para
marcar la zona donde habia estado situado el electrodo. Posteriormente, fueron perfundidos
intracardialmente, con suero salino y una solucion de formol. Los cerebros fueron extraidos
y conservados en paraformaldehido al 10% durante varios dias para posteriormente ser
seccionados en laminas coronales de 80 micras con un vibrotomo. La posicion de los

electrodos fue verificada utilizando una tincidon con Violeta de Cresilo (ver Figura 49).
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Figura 49. Fotografia que muestra una seccion transversal del cerebro de un animal representativo
del grupo “positivo”, donde se comprueba la localizacion del tracto del electrodo en la CI Agranular
Posterior. Abreviaturas: ac: Comisura Anterior; AIP: Corteza Insular Agranular Posterior; CPu: Caudado

Putamen; LV: Ventriculo Lateral.

RESULTADOS.

Fase 1: CPPc en el Laberinto con forma de corredor o Modelo 1.

Para el analisis estadistico de las dos sesiones de adquisicion del condicionamiento
concurrente de preferencia por un lugar en el laberinto modelo 1, se aplicé el coeficiente de
correlacion de Pearson, obteniendo una correlacion significativa entre ambas (r = 0.827;
p <0.01) (ver Figura 50).

Siguiendo el criterio previamente establecido de distribucion de los sujetos se puede
comprobar que el grupo “positivo” formado por 7 animales permanecia en la zona
estimulada una media de 539.35 s; el grupo “negativo”, también formado por 7 animales,
presentaba una estancia media en la zona estimulada de 91.857 s, y por ultimo, el grupo
“neutro” constituido por 5 animales, mantenia una media de tiempo en la zona estimulada
de 1933 s.
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Figura 50. Matriz de correlacion entre el tiempo de permanencia de los animales en el
compartimento estimulado, en cada una de las dos sesiones de condicionamiento concurrente de preferencia

por un lugar en el laberinto Modelo 1.

Considerando el valor promedio del tiempo que los animales pasan en el
compartimiento estimulado en los dos ensayos de condicionamiento como indice de
aprendizaje, se realizO un ANOVA unifactorial entre grupos. Como cabria esperar, los

resultados (ver Figura 51) muestran que existen diferencias significativas entre los grupos
(F(2’16): 151.46; p< 001)

700 4 )
600 - *k *k
500 -

O Grupo Positivo
400 - W Grupo Neutro
300 O Grupo Negativo

200 -
100 | I_T_I
0

GRUPO

Tiempo en zona st (s)

Figura 51. Representacion grafica del tiempo de permanencia medio (media de los dos dias de
condicionamiento expresado en segundos) mostrado por los animales de los distintos grupos en la zona del
laberinto Modelo 1 asociada a la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular Agranular. Los asteriscos (**)

muestran las diferencias entre los grupos a un nivel de significacion de 0.01.
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Fase 2: CPPc: Efecto de la administracion de naloxona en el Laberinto Modelo 1.

En esta fase se pretendia comprobar si los efectos obtenidos en la fase 1 de este
estudio, podian estar mediados por el sistema de opidceos enddgenos y que por lo tanto
podrian ser bloqueados mediante la administracion de un antagonista opiaceo, la naloxona
(Fase 2). Los resultados obtenidos en un ANOVA bifactorial mixto (Grupo x Sustancia)
muestran que no hay efecto principal de la naloxona (F (;,16) = 0.072; p < 0.792) ni tampoco
de la interaccion Grupo x Sustancia [F(y16)= 1.381, p < 0.2796] (ver Figura 52), pero si es
significativo el efecto principal del factor grupo [F 16)= 35.68; p < 0.00001]. Analizando
el efecto principal del factor grupo, mediante comparaciones post hoc segun el test de

Newman-Keuls, se observaron diferencias significativas entre todos los grupos (p < 0.01).

600 -
< 500 1 Grupo
® Positivo
o 400 Grupo
S Negativo
< 300 + —&—Grupo
o neutro
2 200
5
= 100 +
0
Nx No Nx
LABERINTO MODELO 1

Figura 52. Representacion grafica del efecto de la administracién de naloxona subcutdnea sobre el
condicionamiento de preferencia por un lugar inducido por la estimulacién eléctrica intracerebral de la

Corteza Insular en el laberinto Modelo 1, segun el grupo.

Fase 3: CPPc en el Laberinto en T o Modelo 2: Efecto de la administracion de

naloxona.

Dado que los resultados anteriores podrian significar un efecto de retencion del
aprendizaje previo, se examind esta posibilidad mediante una prueba en la que de nuevo, se
administré naloxona pero ahora utilizando un laberinto diferente, laberinto en T o Modelo 2
(Fase 3). El analisis de los resultados de la primera sesion de condicionamiento en este
laberinto modelo 2, mediante un ANOVA unifactorial entre grupos, permiti6 comprobar
que la naloxona habia eliminado las diferencias entre los grupos (F (2,16)= 1.119; p < 0.35)

(ver Figura 53).
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Figura 53. Representacion grafica del tiempo de permanencia (expresado en segundos) mostrado por
los animales, en la zona del Laberinto en T o Modelo 2 asociada a la estimulacion eléctrica de la CI

Agranular, tras la administracion subcutanea de naloxona, segun el grupo.

Una comparacion de estos resultados con los obtenidos en el laberinto con forma de
corredor (Modelo 1) muestra un efecto de la interaccion Grupo x Laberinto (F 6= 7.667;
p < 0.0046) (ver Figura 54). Aplicando un andlisis post hoc Newman-Keuls se comprobd
que existen diferencias en el grupo positivo en funcion del laberinto empleado (p = 0.025),
pero no en los demas grupos (grupo “negativo”, p = 0.282; grupo “neutro”, p = 0.6204).
Asimismo existen diferencias entre el grupo “positivo” y el “neutro” en el laberinto Modelo
I (p < 0.01) pero no en el laberinto en T o Modelo 2 (p > 0.05). Tampoco aparecen

diferencias significativas entre los grupos en el Laberinto Modelo 2 (p > 0.05).
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Figura 54. Representacion grafica del efecto de la administracion de naloxona subcutdnea sobre el
condicionamiento concurrente de preferencia por un lugar inducido por la activaciéon de la Corteza Insular,
segun el laberinto (Laberinto Modelo 1 vs. Laberinto Modelo 2). El asterisco (*) muestra las diferencias en el

grupo “positivo” en funcidn del laberinto empleado a un nivel de significacion < 0.05.
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Fase 4: CPPc en el Laberinto en T (Modelo 2).

A continuacion se examiné el efecto de la estimulacién de la CI, utilizando de
nuevo el laberinto en T, pero ahora sin la administracion de naloxona. El analisis de los
datos obtenidos mediante un ANOVA unifactorial EG muestra que, nuevamente la
estimulacion de la CI provoca diferencias entre los grupos (F,16)= 18.683; p < 0.0001) (ver
Figura 55).
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Figura 55. Representacion grafica del tiempo de permanencia (expresado en segundos) mostrado por
los animales en la zona del laberinto en T o Modelo 2 asociada a la estimulacion eléctrica de la Corteza
Insular Agranular Posterior, seglin el grupo. Los asteriscos muestran las diferencias entre los grupos a un

nivel de significacion de 0.05 (*) y 0.01(**).

A continuacion, se compard el efecto de la naloxona vs. no/ naloxona sobre el
condicionamiento espacial concurrente, en el laberinto en T o Modelo 2. Mediante un
analisis bifactorial mixto de los datos obtenidos en este laberinto (naloxona vs. no/
naloxona), se comprobd que no hay efecto del factor grupo (F2,16)= 2.461; p > 0.05), pero
st existe un efecto significativo de la naloxona (F(; 16= 11.463; p <0.01) y de la interaccion
Grupo x Naloxona (F,16)= 11.846); p < 0.01). El analisis post hoc (test de Newman-Keuls)
de la interaccion nos muestra que sin naloxona, existen diferencias entre todos los grupos;
en cambio tras la administracion de este antagonista opidceo el grupo “positivo” presenta
diferencias significativas con respecto a la no administracion de naloxona (p = 0.025), pero

esto no sucede en el resto de los grupos (p > 0.05) (ver Figura 56).
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Figura 56. Representacion grafica del efecto de la administracion de naloxona sobre el tiempo de
permanencia (expresado en segundos) de los animales en la zona del laberinto en T o0 Modelo 2 donde reciben
estimulacion de la CI, segun el grupo. El asterisco (*) muestra las diferencias en el grupo “positivo” en

funcién de la administracion de naloxona, a un nivel de significacion de 0.05.

Cabe mencionar que, aunque la administracion de naloxona no produce diferencias
significativas en el grupo “negativo” con respecto a la no administracion del farmaco
(p > 0.08), existe una tendencia de estos animales, a pasar mas tiempo en la zona del
laberinto donde reciben la estimulacion de la CI cuando estan bajo el efecto de la naloxona
(ver grafica 57). Es decir, “se hacen menos negativos”, desapareciendo en este caso las
diferencias entre este grupo y el grupo “neutro”, llegando a ser los animales del grupo

“negativo” los que mas tiempo pasan en la zona donde reciben la estimulacion.
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Figura 57. Representacion grafica del efecto de la administracion de naloxona (naloxona: Nx Lab T;
no naloxona: CPP Lab T) sobre el tiempo de permanencia (expresado en segundos) de los animales en la zona
del laberinto en T o Modelo 2 asociada a la estimulacion eléctrica de la CI, seglin los distintos grupos

(**: nivel de significacion < 0.01).
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FASE 5: AUTOESTIMULACION ELECTRICA INTRACEREBRAL.

Por ultimo y con respecto al proceso de induccion de autoestimulacion eléctrica
intracerebral en los animales de la CI, de nuevo se observd que estos animales no lograban
aprender esta tarea, a pesar de los intentos de moldeamiento que se llevaron a cabo, es

decir, de nuevo se reprodujo lo ocurrido con los animales del Experimento 4.

DISCUSION.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la induccion de
preferencias y aversiones hacia el lugar en el que se produce la estimulacion eléctrica de la
Corteza Insular Agranular Posterior en un modelo de aprendizaje concurrente de
preferencia por un lugar (CPPc) es un efecto consistente, que se repite a lo largo de las
distintas sesiones de condicionamiento y que es independiente del contexto (recuperacion

del efecto de la estimulacion en el laberinto en T).

La administracion del antagonista opidceo, naloxona, en el mismo laberinto en el
que se produjo el aprendizaje no bloquea el efecto de la estimulacion eléctrica (efecto
similar al obtenido en el Capitulo I de esta Tesis Doctoral), resultado que puede ser
interpretado como una consecuencia de la retencion del aprendizaje. Resultados analogos se
han obtenido mediante la administracion de algunas sustancias de abuso como la heroina o
la cocaina (McFarland y Ettenberg, 1998; Mueller y Steward, 2000). Sin embargo, como
muestran los resultados obtenidos en la tercera fase de este estudio, si la naloxona se
administra antes de que se haya establecido la asociacion entre el refuerzo y un nuevo
contexto, el condicionamiento de preferencia por un lugar, no se produce. Este resultado no
puede ser atribuido a un efecto colateral de la naloxona sobre el sistema motor, que
dificultaria la movilidad de los animales, ya que su administracion no produce ningun

efecto detectable en los animales pertenecientes al grupo “neutro” o “negativo”.

El bloqueo del refuerzo tampoco se deberia a una extincion del efecto de la
estimulacion bien por alteraciones del electrodo o por lesiones en el tejido cerebral, por
ejemplo, puesto que en ausencia de la naloxona los animales del grupo ‘“positivo”
reproducen las preferencias por un lugar asociadas a la activacion eléctrica de la CI en el

segundo de los laberintos utilizados.
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Este resultado podria ser debido a que la naloxona ha podido actuar bloqueando la
capacidad reforzante de la estimulacion, algo esencial para establecer el aprendizaje. Mas
aun, existe la posibilidad de que la administracién de una dosis baja de naloxona que no
induce efectos conductuales aversivos, en animales que previamente han recibido
estimulacion reforzante, provoque un efecto aversivo (ver Figura 53) similar al inducido
por el sindrome de abstinencia agudo a los opiaceos precipitado por la administracion de
naloxona (Blokhina et al., 2000).

Por ultimo se repite la ausencia de conductas de autoestimulacion, un resultado
similar al observado en otros estudios (Cubero y Puerto, 2000) asi como en el experimento
anterior de esta Tesis Doctoral. Este hecho parece sugerir que la CI posterior no parece
formar parte de los circuitos generales de refuerzo intracerebral que sustentan conductas de
autoestimulacion, aunque podria formar parte de otros sistemas de refuerzo no

determinados.

En efecto, el refuerzo inducido por la estimulacion eléctrica de la CI Agranular
Posterior puede ser debido a la activacion de vias de refuerzo/ aversion, mediadas por los
sistema opiaceos, en una region con una alta densidad de receptores «, d y p (Mansour et
al., 1994; Garcia et al., 1995; Svingos et al., 1995; Burkey et al., 1996; Burkey et al., 1999;
Izenwasser et al., 1999; Allen et al., 2003, Leppi et al., 2006). En este sentido, distintas
investigaciones han relacionado a la CI con los diferentes efectos de los opiaceos (Mackey
et al.,, 1986; Zito et al., 1988; Burkey et al., 1996; Burkey et al., 1999) y Burkey y
colaboradores (1996), interviniendo sobre zonas de la Corteza Insular sensibles a los
opiadceos, han demostrado un importante efecto analgésico de la morfina a través de esta

region.

Asimismo, distintos estudios farmacoldgicos, en combinaciéon con técnicas de
neuroimagen (resonancia magnética funcional y tomografia por emision de positrones), han
demostrado la activacion de la Corteza Insular en respuesta a estimulos térmicos dolorosos,
un efecto que se reduce tras la administracion del analgésico remifentanilo o fentanilo, un
agonista de los receptores p opiaceos de ultra-corta duracion (Casey et al., 2000; Wise et
al., 2002).

Por otra parte, la CI ha sido relacionada con el procesamiento de las propiedades

aversivas de la morfina (Mackey et al., 1986; Zito et al., 1988). Lesiones de esta region

cortical bloquean el AAG inducido por la morfina, sin afectar a las aversiones gustativas
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condicionadas inducidas por otras sustancias aversivas como el cloruro de litio (Mackey et
al., 1986). Estos datos sugieren que la Corteza Insular Agranular también podria formar
parte de un circuito neural implicado en el procesamiento de la informacién motivacional
aversiva de los opiaceos cuando es transmitida por via vagal (Mackey et al., 1986; Zito et
al.,1988; Bechara et al., 1993).

En este sentido, se han detectado receptores opiaceos k en la CI (Burkey et al.,
1996; Izenwasser et al., 1999), y se ha comprobado que la administraciéon de agonistas de
esta modalidad, produce aversion hacia un lugar (Herz y Spanagel, 1995; Shippemberg y
Elmer, 1998). Por tanto cabe la posibilidad de que los resultados de aversion/ evitacion
obtenidos en el grupo “negativo” sean debidos a la activacion de los opiaceos relacionados
con este tipo de receptores. Como se puede comprobar en la Figura 54, aunque el efecto de
la naloxona no es significativo (quizd por el reducido nimero de animales implicados)
(Skoubis et al., 2001), existe una tendencia en el grupo “negativo” a pasar un tiempo mayor
en la zona donde reciben la estimulacion cuando estan bajo el efecto de la naloxona. De
hecho cuando se administra naloxona en un nuevo contexto (Laberinto en T), el grupo
“negativo” es el que mas tiempo permanece en el lugar asociado a la activacion de la CI.
Este resultado sugiere que la naloxona, un antagonista opiaceo no selectivo que produce un
potente bloqueo del receptor p y un antagonismo moderado sobre los receptores Ky
6 (Pinazo, 1997), podria estar provocando un bloqueo parcial del efecto aversivo, lo cual
apoyaria asi la hipotesis de que el efecto aversivo generado por la estimulacion eléctrica de

la Corteza podria estar mediado por opiaceos que actiian sobre receptores K.

Pero, los opiaceos endogenos estan implicados sobre todo, en los mecanismos de
recompensa o refuerzo (Herz y Spanagel, 1995; van Ree et al., 1999; van Ree et al., 2000;
Bodnar y Hadjimarkou, 2003; Gerrits et al. 2003). Al igual que los opiaceos exdgenos,
estas sustancias ejercen una accion reforzante capaz de inducir preferencias por un lugar
(CPP) (Paredes et al., 2000) y de ser auto-administrados por animales de laboratorio
(Gerrits et al., 2003). En este sentido, se han observado resultados compatibles con los
obtenidos en el grupo “positivo”, por ejemplo, en estudios llevados a cabo después de la
activacion convulsivante de la Corteza Insular Granular (Paredes et al., 2000) o tras la
administracion de morfina (McDonald et al., 1997; Blokhina et al., 2000; Parker et al.,
2002; Kawasaki et al., 2005).

Mas atn, estudios llevados a cabo con técnicas de neuroimagen han permitido

comprobar una activacion de la Corteza Insular cuando sujetos adictos a la cocaina o la
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heroina mantenian una conversacion relacionada con el consumo de la droga o cuando
informaban de la necesidad o urgencia por consumir estas sustancias (“craving”) (Wang et
al., 1999; Sell et al., 2000; Bonson et al., 2002; Kilts et al., 2004).

Finalmente, en estudios llevados a cabo con animales, se ha comprobado que la
simple presencia de indices contextuales que previamente habian sido asociados con
sustancias de abuso como la morfina o la nicotina, provoca la activacion de areas corticales,
como el Cortex Prefrontal, la Corteza Insular Agranular, o limbicas, normalmente
implicadas en el establecimiento del aprendizaje asociativo con reforzadores naturales y en
la toma de decisiones (Schroeder et al., 2000; Schroeder et al., 2001; Schroeder y Kelly,
2002).

Por otra parte, existe evidencia a favor de la implicacion de esta region cerebral en
el proceso de atribucion de incentivo, y en la valoracion heddnica innata o aprendida de los
estimulos gustativos (Yamamoto et al., 1989; Kiefer y Orr, 1992; Phillips et al., 1997,
Cubero y Puerto, 2000). Asi, se ha demostrado que las lesiones de la CI Agranular
provocan un deterioro en la memoria de la magnitud del valor reforzante de la comida lo
cual hace que los animales no sean capaces de adaptar su conducta ante una devaluacion de
la recompensa (DeCouteau et al., 1997; Balleine y Dickinson, 1998, 2000; Ragozzino y
Kesner, 1999).

Para algunos autores la adquisicion de esta modalidad de aprendizaje no constituye
solo la representacion de un proceso asociativo o de correlacion entre dos eventos, segun el
cual el animal ante un estimulo espera la aparicion de un evento reforzante, con el cual ha
sido previamente asociado, sino que significaria un proceso mucho mas complejo.
Concretamente el aprendizaje de incentivo implicaria la adquisicion de una representacion
cognitiva de la recompensa o del estimulo reforzante y su relacion con las distintas
alternativas de respuesta, asi como un conocimiento explicito de la relacién entre la
conducta y sus consecuencias, permitiendo asi al sujeto, hacer inferencias sobre eventos

que aun no han ocurrido (Balleine y Dickinson, 1998).

En este sentido, a través de las técnicas de neuroimagen se ha podido poner de
manifiesto la activacion de la CI ante la anticipacion o la expectativa de un futuro refuerzo
o castigo (Schoenbaum et al., 1998; Kirsch et al., 2003), asi como ante cambios en la
magnitud del refuerzo o del castigo esperado (Elliot et al., 2000; Gottfried et al., 2003;
O’Doherty et al., 2003; Ullsperger y von Cramon, 2003) empleando para ello distintos tipos
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de refuerzo (verbal, monetario, ...) asi como estimulos de distintas modalidades sensoriales

(estimulos visuales, olfatorios, gustativos) .

Estos resultados proponen en fin, que la Corteza Insular podria estar implicada en
procesos de atribucion de incentivo y por tanto, siguiendo este ultimo planteamiento, en
procesos de aprendizaje flexible. Para examinar las caracteristicas de los procesos de
aprendizaje en los que puede estar implicada la Corteza Insular Agranular se realizé el

siguiente experimento.
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EXPERIMENTO 6: Persistencia reforzante y efectos
motores de la estimulacion eléctrica repetida de Ia
Corteza Insular Agranular Posterior y de Ila
administracion de naloxona en tareas discriminativas no
demoradas.

La Corteza Insular (CI) constituye una region cerebral que ha sido relacionada con
muy diversas funciones, entre ellas con el procesamiento gustativo-nutritivo y visceral
(Yamamoto et al., 1980; Cechetto y Saper, 1987, Yamamoto et al., 1989; Ito, 1992; 1994;
1998; Zhang y Oppenheimer, 1997; Hecht et al, 1999; King et al., 1999; Sakai y
Yamamoto, 1999; Sewards y Sewards, 2001; Ogawa y Wang, 2002; Sewards, 2004...). La
convergencia de informacidon visceral y sensorial existente (informacion gustativa,
olfatoria, somatosensorial, nociceptiva, barorreceptiva y quimiorreceptiva), asi como las
conexiones anatdmicas que posee con el sistema limbico (ver apartado de Conexiones
anatomicas de la Corteza Insular en la Introduccion Teodrica de esta Tesis Doctoral, Pag.
79), permiten pensar que esta region podria desempefiar funciones integradoras (Augustine,
1996; Sewards, 2004) asi como por ejemplo, en la valoracion heddénica o en el
procesamiento de la informacion emocional (Yamamoto et al., 1989; Zhang y
Oppenheimer, 2000; Shin et al., 2000).

Con respecto a la valoracion hedonica, innata o aprendida, de los estimulos
gustativos hay autores que consideran a esta estructura como esencial (Kiefer y Orr, 1992;
Phillips et al., 1997; Ragozzino y Kesner, 1999). Asi, Yamamoto y colaboradores por
ejemplo, han identificado dos tipos de células en la Corteza Insular: Las células gustativas
“primarias” y las células gustativas “secundarias” (Yamamoto et al., 1980; Yamamoto et
al., 1988; Yamamoto et al., 1989). Las células gustativas primarias, concentradas
fundamentalmente en las regiones Granular y Disgranular de la CI Anterior, procesan la
cualidad sensorial basica del estimulo gustativo (dulce, salado, amargo y acido) (Scott et
al., 1984; Yamamoto et al., 1984; Yamamoto et al.1985 b,c; Yamamoto et al., 1988;
Yamamoto et al., 1989; Hayama y Ogawa, 2001). Mientras que las células gustativas
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“secundarias” o hedonicas, que se localizan en la periferia de la Corteza Insular Granular
Anterior, limitando con el Area Posterior Insular, se caracterizan por responder a los
aspectos hedonicos o de valoracion innata/ adquirida de la significacién bioldgica de los
estimulos (Yamamoto et al.,1985 b, ¢; Yamamoto et al.,1989). Yamamoto y su grupo ha
descrito también en esta zona, células que se caracterizan por un patron de respuesta que
puede modificarse tras la adquisicion de aversiones gustativas en sujetos entrenados en un
paradigma de aprendizaje aversivo gustativo (AAG). Es decir, células que presentan una
respuesta que podemos denominar “de preferencia innata por un determinado sabor”
(sacarina), y tras la adquisicion de la aversion, cambian su patrén, mostrando una respuesta
propia de rechazo (reaccion ante la quinina) (Yamamoto et al., 1989). Un efecto similar se
ha observado en otras areas gustativas localizadas a niveles inferiores del Tronco-encéfalo,
concretamente en el NTS y el Complejo Parabraquial, aunque también en dareas
hipotalamicas (Schwartzbaun, 1983; Di Lorenzo y Hecht, 1993). Estos resultados pueden
explicar por qué lesiones de la Corteza Insular bloquean el AAG, impidiendo el cambio en
la valoracion hedonica (de positiva a aversiva) que habitualmente ocurre en este tipo de
aprendizaje (Kiefer y Orr, 1992).

Por otra parte, la CI Agranular también parece desempefiar un papel fundamental en
el procesamiento de la informacion relacionada con el valor incentivo de los alimentos
(DeCouteau et al., 1997; Balleine y Dickinson, 1998; 2000; Ragozzino y Kesner, 1999).
Diversos estudios conductuales que implican una devaluacion del valor reforzante de la
comida, muestran que las lesiones de la CI Agranular dificultan la capacidad de los
animales para retener o recordar la informacion relacionada con el valor de la recompensa y
asi poder llevar a cabo las conductas compensatorias apropiadas (DeCouteau et al., 1997;

Ragozzino y Kesner, 1999).

Estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado que la estimulacion
eléctrica de la Corteza Insular induce preferencias por los estimulos gustativos con los que
fue asociada, en tareas de aprendizaje demoradas (Cubero y Puerto, 2000). Una vez mas,
los datos obtenidos en este estudio, pueden interpretarse en el sentido de que el efecto
fisioldgico de la estimulacion puede implicar una actuacién sobre neuronas gustativas que
procesan la valoracion hedonica de los estimulos gustativos, potenciandola, o por el
contrario puede deberse a un efecto reforzante del procesamiento de la informacion visceral
que se producen esta zona. Concretamente y dado que la estimulacion puede actuar como
un buen sustituto del estimulo visceral (Gallo et al., 1988; Agiiero et al.,, 1993), la

activacion de la Corteza Insular Posterior ha podido sustituir las consecuencias viscerales
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(positivas o negativas) de un estimulo natural. Asi, el efecto conseguido seria similar al
observado cuando se establece la asociacion de un estimulo gustativo con los beneficios
metabolicos originados tras la ingesta de un producto nutritivo (Puerto et al., 1976a, b;
Puerto y Molina, 1977; Le Magnen, 1990).

En este sentido, estudios llevados a cabo por Aleksandrov y sus grupo (1996)
demuestran que la activacion eléctrica de un grupo neuronal de las capas Disgranular y
Agranular de la Corteza Insular, provoca cambios en la amplitud de las contracciones y del
tono gastrico. Y al revés, diversos estudios han relacionado a la CI con el procesamiento de

la informacion visceral vagal (Ito, 1998; Zhang y Oppenheimer, 2000).

Asimismo, las lesiones de la Corteza Insular Visceral Agranular o la eliminacion de
la inervacion dopaminérgica de esta region mediante 6-OHDA, bloquea la adquisicion del
AAG inducido por la administracion periférica de morfina (Mackey et al., 1986; Zito et al.,
1988). Estos resultados sugieren que la CI Agranular podria constituir uno de los
componentes del circuito neural vagal implicado en el procesamiento de las propiedades
aversivas de los opiaceos (Mackey et al., 1986; Zito et al., 1988; Bechara et al., 1993).

Muy recientemente se ha demostrado que el sistema interoceptivo, y dentro de éste,
la Corteza Insular, podria ser clave en el procesamiento de la informacion visceral inducida
por la administracion de productos que provocan malestar gastrointestinal (como el cloruro
de litio), y de las sefiales o sensaciones interoceptivas derivadas del consumo repetido de
algunas sustancias de abuso como las anfetaminas o la nicotina (Contreras et al., 2007;
Nagqvi et al., 2007). Otras investigaciones también han demostrado la implicacion de la
Corteza Insular en los efectos inducidos por distintas sustancias de abuso como la morfina,
la heroina, la marihuana o la cocaina (Burkey et al., 1996; Mathew et al., 1997; Paredes et
al., 2000; Wang et al., 1999b; Porrino y Lyons, 2000; Bonson et al., 2002; O'Leary et al.,
2002; Allen et al., 2003). La administracion repetida de éstas y otras sustancias de abuso,
como la morfina, puede originar un efecto de tolerancia o sensibilizacion hacia algunos de
los efectos que provocan, y un estado de dependencia que se manifiesta por la aparicion de
sintomas caracteristicos del sindrome ademas de la presencia de una necesidad imperiosa o
ansias (cravings) por consumir dichas sustancias (Bakshi y Kelley, 1994; Herz y Spanagel,
1995; Bell et al., 1997; Hamamura et al., 1997; Van Ree et al., 1999; Bernstein y Welch,
1998; Mao, 1999; Mitchell et al., 2000; Drouin et al., 2002; Everitt et al., 2001; Narita et
al., 2001; Taylor y Fleming, 2001; De Vries y Shippenberg, 2002; Maldonado, 2002;
Avena y Hoebel, 2003; Bodnar y Hadjimarkou, 2003; Gerrits et al., 2003; Sun y Dalman,
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2003; Vigano et al., 2003; Koob y Le Moal, 2006). Estos sintomas pueden aparecer como
consecuencia de una interrupcion brusca en el consumo de las drogas o también, por la
administracion de farmacos antagonistas especificos, como por ejemplo, en el caso de los
opiaceos, la naloxona (van Ree et al., 1999; Narita et al., 2001; Parker et al., 2002; Gerrits
et al., 2003). En animales, se incluyen algunos signos somaticos tales como temblores,
rechinar de los dientes, pérdida de peso o diarrea, y a nivel conductual, se observan
cambios en la conducta exploratoria como un aumento en la actividad locomotora vertical
(respuestas de alzada/ “rearings”), una tendencia a las conductas de escape, posturas
anormales o sacudidas del lomo, entre otras (Koob et al., 1993; Kreek y Koob, 1998; Liu et
al., 1999; Tzechentke y Schmidt, 1999; Berke y Hyman, 2000; Stinus et al., 2000; Hamlin
et al., 2001; Narita et al., 2001; Zhou et al., 2003).

Estas investigaciones junto con los datos obtenidos en el capitulo anterior de esta
Tesis Doctoral, sugieren que el efecto reforzante inducido mediante la estimulacion
eléctrica de la CI podria deberse a la activacion de las vias neurales de refuerzo cerebral
sobre las que pueden actuar también otros reforzadores como algunas drogas de abuso. En
este sentido, se ha analizado si el efecto de la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular
Agranular posee caracteristicas similares a las observadas tras la administracion de estas
sustancias de abuso. Concretamente el objetivo de esta serie experimental ha consistido en
examinar algunas de las caracteristicas del refuerzo inducido por la estimulacion eléctrica
de la CI Agranular Posterior utilizando tareas de aprendizaje discriminativo y en particular
en contigiiidad. Se ha puesto a prueba su flexibilidad, la consistencia del efecto reforzante
de la estimulacién tras incrementar el numero de ensayos y las consecuencias
comportamentales de la estimulacion repetida, todo ello a través del registro de dos indices
de la respuesta motora (nimero de cruces y numero de respuestas de alzada/ “rearings”), o

tras la administracion de un antagonista opidceo, la naloxona.

METODO.
SUJETOS.

Para este experimento se utilizaron 35 ratas albinas, raza Wistar, suministradas por
el Animalario de la Universidad de Granada, cuyo peso al inicio del experimento oscilo
entre 270 y 330 g.

194



CAPITULO V

A su llegada al laboratorio, fueron aleatoriamente distribuidas en dos grupos, uno
implantado con electrodos intracerebrales (formado por 24 animales) y un grupo control

con falso implante (11 ratas).

Hasta el momento de inicio del protocolo experimental, los animales fueron
mantenidos en el laboratorio en las condiciones generales descritas en el apartado de
Método del Capitulo 1.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

El procedimiento quirtrgico fue idéntico al descrito en los experimentos anteriores,
aunque en este caso ademas se utilizé un grupo control con falso implante (procedimiento
quirurgico descrito en el Experimento 3 del Capitulo II de esta Tesis). Como se mencionaba
en el Capitulo II, estos animales no poseen electrodo intracerebral, disponiendo so6lo del

electrodo “masa” que queda implantado en la superficie del craneo.

A continuacion los animales pasaron a un periodo de recuperacion, de al menos 10

dias, durante el cual dispusieron de comida y agua ad libitum.

INSTRUMENTOS.

Las jaulas empleadas para los animales asi como los materiales utilizados para el
procedimiento quirirgico fueron los mismos que los empleados en los experimentos

anteriores (ver apartado de Instrumentos del Capitulo I de esta Tesis Doctoral).

El equipo empleado para administrar y monitorizar la corriente eléctrica, asi como
el necesario para llevar a cabo la histologia, fue el mismo que el descrito en los
experimentos anteriores.

Para el condicionamiento espacial se emplearon dos laberintos diferentes:
Modelo 3: Laberinto rectangular de metacrilato, con unas dimensiones de

50 x 25 x 30 cm., en el que se podian diferenciar tres areas: una zona central con una

superficie de 8 x 25 cm., cuyo suelo y paredes eran de metacrilato blanco; y dos
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compartimentos laterales con una dimension de 20 x 25 cm cada uno, de metacrilato negro
con rayas blancas de un grosor aproximado de 2 cm. Estas dos regiones laterales diferian en
cuanto a la disposicion de las rayas, que en una zona estaban dispuestas en sentido vertical
y en la otra en sentido horizontal, y en lo referente al suelo, que en uno de los laterales
consistia en una lamina corcho marréon con unas incisiones horizontales de 8 x 1 cm.;

mientras que el otro lateral incluia incisiones circulares cuyo didmetro fue de 1.5 cm.

aproximadamente (ver Figura 58).

Figura 58. Vista desde arriba del Laberinto Modelo 3

utilizado para el establecimiento del condicionamiento de

preferencia por un lugar.

Modelo I: El segundo laberinto empleado fue el laberinto con forma de corredor o
Modelo 1 descrito en los experimentos anteriores (ver detalles en el Experimento 1 de esta

Tesis Doctoral y Figura 23).

Los estimulos gustativos empleados fueron preparados en una concentracion de
0.5 cc. de extracto con sabor a "Fresa" o a "Coco" segun el caso, por cada 100 ml. de agua

(McCormick, Co. Inc. San Francisco, California).
Al igual que en los experimentos 1 y 5 de esta Tesis Doctoral, el antagonista

opidceo que se utilizo en la Fase Experimental 4, fue Naloxona Clorhidrato (Laboratorios

Sigma), con una dosis de 4 mg./ Kg. diluida a 1ml./ Kg. en agua destilada.

PROCEDIMIENTO CONDUCTUAL.

Antes de iniciar el procedimiento conductual, uno de los animales perteneciente al
grupo “control con falso implante” tuvo que ser excluido del estudio porque mostraba
conductas de giro.
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FASE 1: MODALIDAD CONCURRENTE DEL CONDICIONAMIENTO DE
PREFERENCIA POR UN LUGAR.

Fase de fijacion de la intensidad de la corriente eléctrica apropiada.

La fase de exploracion de la intensidad previa al procedimiento conductual, se
realizd de igual forma a la descrita en el Experimento 3. En este caso los niveles de

intensidad utilizados para el procedimiento conductual oscilaron entre 60 y 150 pA.

CONDICIONAMIENTO DE PREFERENCIA.

Todos los animales fueron sometidos a una prueba de condicionamiento de
preferencia por un lugar, en el caso de los animales con falso implante la colocacion de los
conectores no iba acompanada de estimulacidon eléctrica, aunque en cualquier caso se

registraba el tiempo de permanencia en cada zona del laberinto.

Este proceso de aprendizaje se llevd a cabo de forma similar a la descrita en los
experimentos anteriores, empleando dos laberintos distintos (descritos en el apartado de
Instrumentos) para asegurar la correcta asignacion de los animales a los distintos grupos. Se
realizaron tres sesiones de CPP consecutivas, las dos primeras se llevaron a cabo en el
primer laberinto (Modelo 3), mientras que la tercera (para confirmar los resultados

obtenidos) tuvo lugar en el segundo laberinto (Modelo 1).

Para la distribucion de los animales entre los distintos grupos se aplicd el mismo
criterio establecido en el Experimento 1, teniendo en cuenta para ello la ejecucion de los
animales en el segundo dia de condicionamiento en el primer laberinto y los resultados
obtenidos en el segundo laberinto. De acuerdo con estos datos, los animales se
distribuyeron en dos grupos, un grupo “positivo” formado por 9 sujetos y un grupo
“neutro” constituido por 15 animales. De los 15 animales neutrales se seleccionaron 5 al
azar, que junto con otros 5 sujetos del grupo “control con falso implante”, constituyeron el
grupo “control” empleado en las siguientes fases experimentales. A partir de este momento
los animales que pertenecian al grupo “control” no vuelven a recibir estimulacion en

ninguno de los procedimientos experimentales posteriores.
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FASE 2 APRENDIZAJE DE PREFERENCIAS DE UNA TAREA DE
DISCRIMINACION GUSTATIVA.

La fase de preentrenamiento y la fase de aprendizaje de preferencias gustativas se
llevo a cabo siguiendo el procedimiento empleado en el Experimento 3 de esta Tesis

Doctoral (ver Esquema 2).

SESION 1 SESION 2 SESION3  SESION 4
FRESA (izda.) COCO (dcha.)
(7 min.) (7 min.) FRESA (izda.)
Mitad
de los + + = Sesion 1 = Sesion 2
animales NO COCO (dcha.)
ESTIMULACION | ESTIMULACION
(10 minutos) (10 minutos) 7 min.
FRESA (izda.) COCO (dcha.)
(7 min.) (7 min.) FRESA (izda.)
Mitad
de los + + =Sesion 1 | = Sesion 2
animales NO COCO (dcha.)
ESTIMULACION | STIMULACION
(10 minutos) (10 minutos) 7 min.

Esquema 2. Diagrama que muestra el procedimiento conductual llevado a cabo en el Experimentos 6
en el cual la estimulacion eléctrica (ST) de la CI Agranular Posterior es asociada a un estimulo gustativo,
Fresa o Coco, balanceando tanto el estimulo asociado a la estimulacion como la posicion que ocupa

(izquierda; derecha), en una tarea de discriminacion gustativa en contigiiidad inter-estimular.
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Tras dos ensayos de adquisicion los animales fueron sometidos a un Test de
Discriminacion Simultanea o Test de Eleccion (Test 1) y seis horas mas tarde se realizo un

Test de Inversion (descrito en el Experimento 3 A de esta Tesis, Pag. 137):

Sesion 1- Sesidn 2- Sesion 3- Sesion 4- Test Discriminacion Simultanea 1- Test Inversion

A continuacion los animales fueron sometidos de nuevo a dos ensayos de
aprendizaje iguales a los descritos previamente, finalizando otra vez con el Test de

Discriminacion Simultanea (Test 2):

Sesion 5- Sesidn 6- Sesion 7- Sesion 8- Test Discriminacion Simultanea 2.

Al final de cada sesion el animal es desconectado del sistema de estimulacion

eléctrica y recibe una determinada cantidad diaria de alimento (14 g).

FASE 3: REGISTRO DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA EN EL LABERINTO
MODELO 1.

Esta fase comenzd 48 horas después del segundo Test de Discriminacion
Simultanea. El procedimiento empleado consistio en situar al animal en la zona central del
corredor de preferencia para registrar a continuacion distintos pardmetros de su actividad
locomotora, durante un periodo de 21 minutos. Los parametros conductuales que se

registraron fueron, el nimero de cruces que los animales realizaban al pasar de una a otra

zona del corredor de preferencia (zonas laterales y zona central) y la actividad vertical o

numero de veces que el animal se levantaba sobre sus patas traseras (“rearings’/ respuestas

de alzada) (ver Figura 59).
Una vez finalizada cada sesion los animales fueron devueltos a sus jaulas. Durante

esta fase los animales continuaron disponiendo de 7 minutos diarios de agua y recibieron 14

g. de alimento al final de las sesiones experimentales.
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FASE 3: INDICES DE ACTIVIDAD CONDUCTUAL

A. ACTIVIDAD HORIZANTAL: CRUCES

E.—
R

B. ACTIVIDAD VERTICAL: “REARINGS”/RESPUESTAS DE ALZADA

Figura 59. Representacion grafica de los indices de actividad locomotora (A) Horizontal (numero
de cruces) y (B) Vertical (niimero de “rearings”/ respuestas de alzada), mostrada por los animales en el

laberinto Modelo 1 (Fase 3) (Adaptado de Pinazo, 1997).
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FASE 4: NALOXONA Y EVITACION/ PREFERENCIAS POR UN LUGAR EN UNA
TAREA DE DISCRIMINACION SECUENCIAL CON ANIMALES ESTIMULADOS
ELECTRICAMENTE EN LA CORTEZA INSULAR AGRANULAR POSTERIOR.

48h después de finalizar la fase anterior, la mitad de los animales de ambos grupos
(“positivo” y “control”) recibe una inyeccién de naloxona (4mg./ ml./ kg.) subcutanea 20
minutos antes de ser situados en la zona del corredor (laberinto Modelo 1) asociada a la
estimulacion y por la cual el grupo de animales “positivos” habia mostrado preferencia. La
otra mitad de los animales reciben una inyeccion de agua destilada 20 minutos antes de ser
situados en la zona del laberinto con forma de corredor no asociada a la estimulacion. Los
animales permanecen en la zona del corredor asignada 20 minutos. Durante la estancia en
la zona asociada a la estimulacion ninguno de los animales recibe estimulacion eléctrica. Al
dia siguiente, los animales que habian recibido la inyeccion de naloxona, reciben ahora
agua destilada y son introducidos en la zona del laberinto en corredor asociada a la no

estimulacion y viceversa.

Por ultimo, transcurridas las dos sesiones de adquisicion, los animales fueron
sometidos a un Test de preferencia por el lugar en dicho laberinto, registrando durante 10
minutos el tiempo de permanencia en cada una de las zonas del laberinto (zona asociada a

la naloxona y zona asociada al agua destilada) (ver Figura 60 y Esquema 3).

DIiA 3: TEST ELECCION

MITAD DE

LOS ANIMALES + + Zona Nx Zona H,O

20 min. en zona ST 20 min. en zona NO ST (10 minutos)
MITAD DE H,0O Nx
LOS ANIMALES + + Zona Nx Zona H,0O
20 min. en zona NO ST 20 min. en zona ST (10 minutos)

Esquema 3. Diagrama que muestra el procedimiento conductual llevado a cabo en la Fase
Experimental 4 del Experimento 6, en el que la administraciéon de naloxona (Nx) es asociada a la zona del
laberinto Modelo 1 previamente asociada a la estimulacion eléctrica (ST) de la CI Agranular Posterior, y la
administracion de agua destilada (H,O) es asociada al otro lateral de dicho laberinto, en una tarea de

condicionamiento de preferencia por un lugar.
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Figura 60. Procedimiento de aprendizaje de preferencias por un lugar utilizado para el estudio de las
propiedades motivacionales inducidas por la administracion de la naloxona en la zona del laberinto Modelo 1
previamente asociada a la estimulacion eléctrica reforzante de la CI Agranular Posterior. Los animales son
situados en un laberinto con dos areas laterales bien diferenciadas (laberinto Modelo 1), en el lateral asociado
a la estimulacion de la CI los animales reciben naloxona y en el otro lateral, una inyeccion de agua destilada.
En el Test de Eleccion, los animales, ahora sin ninglin tratamiento, pueden elegir y permanecer en el lugar del
laberinto que prefieran, registrandose el tiempo de permanencia en cada una de las zonas del laberinto

(Adaptado de Cami y Farré, 2003).

202



CAPITULO V

Durante este periodo, al igual que en el caso anterior, los animales permanecieron
en sus respectivas jaulas donde dispusieron durante 7 minutos de agua y de 14 g de
alimento al finalizar cada sesion. Asimismo todas las fases conductuales se llevaron a cabo
con ruido blanco de fondo para evitar sonidos imprevistos que pudieran alterar el

comportamiento de los animales a lo largo del experimento.

HISTOLOGIA.

Este procedimiento se llevo a cabo de igual forma a la descrita en los experimentos
anteriores. En la Figura 61 puede comprobarse la localizacion del tracto del electrodo en la
Corteza Insular Posterior, en una seccion transversal del cerebro de un animal perteneciente

al grupo “positivo”.

Fotografia 61. Fotografia que muestra una seccion transversal del cerebro de un animal
representativo del grupo “positivo”, donde se comprueba la localizacion del tracto del electrodo.
Abreviaturas: ac: Comisura Anterior; AIP: Corteza Insular Agranular Posterior; CPu: Caudado Putamen; LV:

Ventriculo Lateral.
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RESULTADOS.

FASE 1: Modalidad concurrente del condicionamiento de preferencias por un lugar.

Para la asignacién de los animales a los distintos grupos se empleo el criterio
establecido en el Experimento 1. En este caso, los sujetos fueron distribuidos en dos
grupos, un grupo “positivo” formado por 9 animales, cuya estancia media (entre las
sesiones de condicionamiento 2 y 3) en la zona asociada a la estimulacion fue de 457.33 s.,
y un grupo “neutro” formado por 15 sujetos, con una permanencia media en la zona
estimulada de 240.78 s. El grupo “control con falso implante” presenté un promedio de

permanencia en la zona asociada a la estimulacion de 277 s.

FASE 2: Aprendizaje de preferencias de una tarea de discriminacion gustativa.

A) Prueba de Discriminacion 1. Para el andlisis de los datos obtenidos en el grupo
experimental “positivo” durante el Test de Discriminacion Gustativa 1, se aplico un
ANOVA intra-sujeto, en el cual se comprob6 que existen diferencias significativas entre el
consumo del estimulo gustativo asociado a la estimulacion y el sabor asociado a la no
estimulacion (F (1 3) = 5.834; p <0.0422) (ver Figura 62).

GRUPO POSITIVO

*

3,5
3 4
2,5
Sabor ST Sabor NO ST
TEST 1

Figura 62. Efecto de la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular sobre la ingesta de diferentes
estimulos gustativos (expresada en ml), en una tarea de aprendizaje de preferencias gustativas en contigiiidad.
Abreviaturas: Sabor ST, Sabor Estimulado; Sabor NO ST, Sabor No Estimulado. El asterisco (*) representa

las diferencias significativas entre los grupos a un nivel de significacion < 0.05.
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Por el contrario, el ANOVA intra-sujeto de los datos obtenidos por el grupo
“control”, muestra que no existen diferencias significativas entre la ingesta de los dos

estimulos gustativos (F 9y = 0.126; p > 0.05) (ver Figura 63).

GRUPO CONTROL

Sabor ST Sabor NO ST
TEST 1

Figura 63. Ingesta (expresada en ml) de diferentes estimulos gustativos mostrada por los animales
del grupo “control”, en una tarea de aprendizaje de preferencias gustativas en contigiiidad. Abreviaturas:
Sabor ST, Sabor Estimulado; Sabor NO ST, Sabor No Estimulado, aunque en ninguno de los casos los

animales controles reciben estimulacion.

El analisis de los datos obtenidos por cada grupo en el Test de Inversion se llevo a
cabo a través de un andlisis de varianza intra-sujeto, en el cual se pudo comprobar que no
existen diferencias en la ingesta de los dos estimulos gustativos presentados ni en el grupo
“positivo” (F (15)= 0.99, p > 0.05) (ver Figura 64) ni en el grupo “control” (F (9= 0.13,
p > 0.05) (ver Figura 65). Es decir, en el Test de Inversion desaparecen las preferencias

observadas en el grupo “positivo” hacia el sabor asociado a la estimulacion.

GRUPO POSITIVO GRUPO CONTROL

€ 4 .|. IS
3
3 4
24
Sabor ST Sabor NO ST 2 Sabor ST Sabor NO ST
TEST INVERSION TEST INVERSION

Figuras 64 y 65. Resultados obtenidos en el Test de Inversion con respecto a la ingesta (expresada
en ml) de los estimulos gustativos (Sabor ST: Sabor Estimulado; y Sabor NO ST: Sabor No Estimulado)
presentados a los animales de los grupos “positivo” (Figura 64, a la izquierda) y “control” (Figura 65, a la

derecha), en una tarea de aprendizaje de preferencias gustativas de tipo no demorado.
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B) Prueba de Discriminacion 2.

Por su parte, el analisis de los datos obtenidos por cada grupo, en el segundo Test de
Discriminacion Gustativa (Test 2) se llevo a cabo aplicando un ANOVA intra-sujeto. Los
resultados muestran que tanto en el grupo “positivo” (F (;5) = 0.35; p > 0.05) (ver Figura
66) como en el “control” (F (19)= 0.034; p > 0.05) (ver Figura 67), no existen diferencias
significativas entre el consumo del estimulo gustativo asociado a la estimulacion de la Cl y

el no estimulado.

GRUPO POSITIVO

Sabor ST Sabor NO ST
TEST 2

Figura 66. Efecto de la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular sobre la ingesta (expresada en
ml) de los dos estimulos gustativos (Sabor ST, Sabor Estimulado; Sabor NO ST, Sabor No Estimulado)
presentados a los animales del grupo “positivo”, en la segunda tarea de aprendizaje de discriminacion

gustativa en contigiiidad (Test 2).

GRUPO CONTROL

Sabor ST Sabor NO ST
TEST 2

Figura 67. Representacion grafica de la ingesta (expresada en ml) de los dos estimulos gustativos
presentados a los animales del grupo “control”, en la segunda tarea de aprendizaje de discriminacion gustativa

en contigliidad (Test 2). Abreviaturas: Sabor ST: Sabor Estimulado; Sabor NO ST: Sabor No Estimulado.
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FASE 3: Registro de la actividad locomotora en el laberinto Modelo 1.

Para el analisis de los distintos parametros conductuales registrados en esta fase,
numero de cruces y nimero de respuestas de alzada, se aplicé un analisis de varianza entre
grupos (Grupo x Tiempo), contando la variable grupo con dos niveles (“positivo” y

“control”) y la variable tiempo con tres niveles (7 minutos, 14 minutos y 21 minutos).

El resultado obtenido con respecto a la actividad horizontal (nimero de cruces),
muestra que no existen diferencias entre los grupos segin el factor tiempo (F (234) = 3.04;
p > 0.05) (ver Figura 68), pero si existe un efecto significativo de éste ultimo factor
(F 234y = 37.65; p < 0.01). Al analizar el efecto principal del factor tiempo mediante un
andlisis post hoc Newman-Keuls, se encuentran diferencias significativas entre todos los
niveles del factor tiempo (p< 0.025) excepto entre los niveles 14 min.-21min. del grupo
“control” (p = 0.62).

45 +

40 +
]
o 35 A
2
o
o 30 4 —&— Grupo
o 25 Positivo
) —— Grupo
:E> 20 - * Control
P4

15 *

10

7 14 21
Tiempo (minutos)

Figura 68. Representacion grafica del nimero de cruces efectuados por los animales del grupo
“positivo” (en ausencia de estimulacion) (en color azul) y del grupo “control” (en color rosa), a lo largo del
tiempo. El asterisco (*) representa las diferencias significativas entre los niveles del factor tiempo (0.05), en

cada uno de los grupos (¥, en el grupo “control”; y *, el grupo “positivo™).

Por lo que se refiere a la actividad vertical o nimero de “rearings”/ respuestas de
alzada, los datos obtenidos muestran que existen diferencias significativas entre los grupos
en el nimero de “rearings”/ respuestas de alzada en funcion del factor tiempo
(Fo34y= 3.803; p < 0.0323) (ver Figura 69). Al analizar la interaccion mediante un andlisis

post hoc Newman-Keuls, encontramos diferencias significativas entre los grupos en los
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niveles del factor tiempo 7 minutos y 14 minutos (p < 0.01), eliminandose las diferencias
entre el grupo “positivo” y el “control” en el nivel 21 minutos (p > 0.05). En el caso del
grupo “positivo”, existen diferencias significativas en todos los niveles del factor tiempo

(p <0.01), no encontrandose diferencias en el grupo “control” (p > 0.05) (ver Figura 69).
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7 14
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Figura 69. Representacion grafica del nimero de respuestas de alzada mostrado por los animales del
grupo “positivo” (en ausencia de estimulacion) (en color azul) y del grupo “control” (en color rosa), a lo largo

del tiempo. Los asteriscos **, muestran las diferencias significativas entre los dos grupos (p < 0.01).

FASE 4: Naloxona y evitacion/ preferencia por un lugar en una tarea de
discriminacion secuencial con animales estimulados eléctricamente en la Corteza

Insular Agranular Posterior.

Para el andlisis de los datos obtenidos en el Test de CPP se determind la proporcion
de preferencia manifestada por el lugar asociado a la administracion de agua destilada. Este
valor se obtuvo dividiendo el tiempo que cada animal ocupd en la zona del corredor de
preferencia asociada al agua destilada, entre el tiempo transcurrido por el animal en esa
zona mas el tiempo de permanencia en la zona del corredor asociada a la administracion de

naloxona, todo ello multiplicado por 100, es decir:

Tiempo en zona de Agua Destilada (s)

Proporcion _ x 100
de preferencia ~ Tiempo en zona de Agua Destilada (s) + Tiempo en zona de Nx (s)
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Con los datos obtenidos se aplico un ANOVA unifactorial entre grupos que mostrd
diferencias significativas en la proporcion de preferencia segln el grupo (F (1, 17) = 5.31;
p < 0.034) (ver Figura 70). Como se aprecia en la siguiente grafica, los animales del grupo
“positivo” pasan una mayor parte del tiempo en la zona del laberinto asociada a la
administracion del agua destilada, una zona no elegida durante la prueba de induccion de
preferencias por la estimulacion eléctrica de la CI.

Positivo Control
GRUPO

Figura 70. Representacion grafica de la proporcion de preferencia por la zona del laberinto asociada
a la administracion de agua destilada [Tiempo en zona de Agua Destilada / (Tiempo en zona de Agua
Destilada + Tiempo en zona de Nx) x 100], mostrada por los animales del grupo “positivo” (en color azul) y

del grupo “control” (en color morado). El asterisco *, muestra las diferencias significativas entre los grupos
(p <0.05).

DISCUSION.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la induccién de preferencias
gustativas tras la activacion de la Corteza Insular Agranular Posterior, en una tarea de
discriminacion en contigliidad inter-estimular. Investigaciones previas en nuestro
laboratorio ya habian puesto de manifiesto esta posibilidad aunque en aquella ocasion
utilizando pruebas de aprendizaje demorado (Cubero y Puerto, 2000), por lo que junto con
los resultados obtenidos en este trabajo, estos estudios sugieren inicialmente que esta
estructura cortical podria ser relevante de alguna manera en el aprendizaje interoceptivo
independientemente de los requerimientos temporales y de la modalidad de aprendizaje
(demorada/ explicita o contigua/ implicita).
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Sin embargo, los datos obtenidos en el Test de Inversion (una prueba de aprendizaje
flexible), muestran que los animales son incapaces de transferir dicho aprendizaje a una
nueva condicidn en la que se ha modificado la localizacion espacial (derecha/ izquierda) del
estimulo gustativo asociada a la estimulacion de la CI. Este resultado negativo podria ser
explicado en términos de una asociacion débil entre los estimulos, aunque al duplicar el
numero de ensayos de adquisicion en la tarea de aprendizaje discriminativo se produce una
pérdida del efecto reforzante. En este segundo Test de Eleccion los animales no diferencian
significativamente sus preferencias entre el estimulo gustativo asociado a la estimulacion y

el sabor no estimulado.

Este resultado contradictorio (y llamativo) motivo la realizacion de diversas pruebas
que permitieran explicar los resultados obtenidos y asi, en la fase 3, se registraron dos
indices de la respuesta motora: el nimero de las respuestas de alzada o “rearings”
(actividad vertical), y el numero de cruces (actividad horizontal) que los animales realizan
al pasar de un area a otra del laberinto con forma de corredor, dos manifestaciones
comportamentales que otros autores habian relacionado con manifestaciones de
sensibilizacion/ tolerancia en los casos de administracion de drogas de abuso. En efecto, los
resultados obtenidos muestran que en el grupo “positivo” se produce un incremento en la
actividad locomotora vertical de los animales que se manifiesta por un aumento en el

numero de respuestas de alzada (“rearings”), sin que se vea afectado el numero de cruces.

En la fase 4, por su parte, se ha comprobado que, en ausencia de estimulacion
eléctrica concurrente, la administracion de naloxona de manera asociada a la estancia de los
animales en la zona del laberinto que habia sido relacionada con los efectos reforzantes de
la estimulacion, provoca ahora en los animales del grupo “positivo”, un estado
motivacional aversivo que se manifiesta con la evitacion de esa zona del laberinto. Este
resultado no puede explicarse en funcion del efecto aversivo de la administracion de
naloxona por si sola, ya que la asociacion de una zona del laberinto a la administracion de
la misma dosis de naloxona en el grupo “control”, no desencadena esta respuesta de
evitacion. Estos ultimos animales muestran una conducta de preferencia similar por ambas

areas (naloxona vs. agua destilada).

De acuerdo con el orden teodrico seguido en el planteamiento anterior, un primer
punto a explicar es el relacionado con la participacion implicita o explicita de la Corteza

Insular en el aprendizaje de preferencias gustativas, cuestion controvertida que permanece
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aun sin resolver. Asi, en distintos estudios conductuales llevados a cabo en nuestro
laboratorio se ha comprobado que las lesiones del Cortex Insular Posterior no impide la
adquisicion del aprendizaje aversivo gustativo concurrente (Cubero, 1995), y al mismo
tiempo, la estimulacion eléctrica de esta region induce una clara preferencia por los
estimulos gustativos novedosos con los que ha sido asociada, en una tarea de aprendizaje

gustativo demorada (secuencial/ explicito) (Cubero y Puerto, 2000).

Inicialmente estos datos relacionan a la Corteza Insular con el aprendizaje a largo
plazo (explicito), en el que una de sus caracteristicas principales es la flexibilidad (Petri y
Mishkin, 1994; Reber et al., 1996). En este sentido, investigaciones llevadas por nuestro
Grupo de Investigacion demuestran que el aprendizaje aversivo gustativo puede
establecerse mediante dos modalidades de aprendizaje, secuencial (explicito) y concurrente
(implicito) (Gallo et al., 1988; 1990; 1991; Arnedo et al., 1990; 1991; 1993; Agiiero et al.,
1993a, b; 1997; Mediavilla et al., 2000; 2001a; Cubero y Puerto, 2000b; Cubero et al.,
2001). Solo aquellos animales que aprenden mediante un procedimiento demorado o
secuencial, son capaces de transferir ese aprendizaje a nuevas situaciones en las que las
condiciones experimentales cambian, por ejemplo en un Test de Inversion, poniendo de
manifiesto asi el caracter explicito del aprendizaje (Petri y Mishkin, 1994; Reber et al.,
1996; Mediavilla et al., 2001, 2005; Eichenbaum, 2002). Por el contrario, los animales que
desarrollan el aprendizaje a través de un procedimiento concurrente no logran trasladar lo

adquirido a las exigencias del Test de Inversion (Mediavilla et al., 2001).

Los resultados negativos obtenidos en el Test de Inversion del presente estudio
sugieren sin embargo, que el aprendizaje de preferencias obtenido, es poco flexible. Esta
conclusion podria ser explicada por el hecho de que ha sido un aprendizaje débil y por esto
los animales tienen dificultad para transferirlo ante un cambio en las contingencias

experimentales.

Cabe la posibilidad de que estos resultados contradictorios puedan explicarse en el
sentido propuesto por autores como Petri y Mishkin (1994) quienes consideran que “lo que
se aprende depende de coémo se aprende”, y para lo cual se dispone de sistemas
neuroanatomicos diferentes y apropiados para los distintos tipos de aprendizaje y de
memoria. Por tanto, si el procedimiento experimental utilizado implica que la informacion
sea procesada y adquirida segun la modalidad implicita o en términos de estos autores,
cuando se ha aprendido la probabilidad de que un estimulo pueda elicitar una respuesta,

ésta sera almacenada en un sistema de memoria determinado, “el sistema de habitos”, de
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forma que para tener acceso adecuado a dicha informacién sera necesario que las
condiciones sean similares a las establecidas durante la adquisicion. De acuerdo con este
planteamiento, los resultados obtenidos en el Test de Inversion son los que cabria esperar.
Si, por el contrario, el procedimiento experimental utilizado permite al animal la
adquisicion de una representacion relacional/ explicita de los estimulos y sus posibles
asociaciones, esta informacién puede quedar almacenada en el “sistema de memoria
cognitivo” permitiendo una mayor flexibilidad para transferir el conocimiento adquirido

ante nuevas situaciones (Petri y Mishkin, 1994).

Por otra parte, el efecto observado en la prueba de Inversion, apunta de nuevo a una
mayor tendencia al establecimiento de asociaciones entre los indices espaciales o
propioceptivos y la estimulacion de la CI, mas que a asociar los estimulos gustativos y la
activacion de esta estructura. De hecho, otros estudios han demostrado también que la
Corteza Insular Agranular puede desempenar un papel fundamental en el establecimiento
de asociaciones entre reforzadores naturales (como el chocolate) o artificiales (como la
morfina, la nicotina) y los indices contextuales, de modo que la activaciéon de esta
estructura se produce especificamente ante la presencia del contexto asociado a la
administracion de las sustancias psicoactivas (Schroeder et al., 2001; Schroeder y Kelley,
2002).

Con respecto a la persistencia de la accion reforzante inducida por la estimulacion
eléctrica de la CI Agranular Posterior se ha comprobado que cuando se incrementa el
nimero de ensayos de adquisicion, sin modificar los pardmetros de estimulacion, se
produce una sorprendente pérdida del efecto reforzante. Este hecho no sucede en el caso de
la autoestimulacion eléctrica intracerebral, en el que se ha observado repetidamente que los
animales mantienen su capacidad, durante horas en dias sucesivos, para obtener la
estimulacion eléctrica reforzante a través de distintas areas cerebrales (Shizgal y Murray,
1989; Bozarth, 1994).

Cabe la posibilidad de que el deterioro del efecto reforzante obtenido tras la
activacion repetida de la Corteza Insular, se haya podido producir como resultado de un
proceso similar al fendomeno de tolerancia que se genera habitualmente tras la
administracion de algunas sustancias de abuso (Lieblich et al., 1991; Di Chiara y North,
1992; Mao, 1999; van Ree et al., 1999; Mitchell et al., 2000; Narita et al., 2001;
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Shippenberg et al., 2001; Taylor y Fleming, 2001; Vetulani , 2001; Bodnar y Hadjimarkou,
2003; Gerrits et al., 2003; Koob y Le Moal, 2006). Dada la gran cantidad de receptores
opiaceos localizados en esta region cortical (Mansour et al., 1994; Garcia et al., 1995;
Svingos et al., 1995; Burkey et al. 1996; Burkey et al. 1999; Izenwasser et al., 1999; Allen
et al., 2003) cabe la posibilidad de que el efecto reforzante de la estimulacion eléctrica de la
Corteza Insular pueda deberse a la presencia de estos opidceos endogenos, con lo cual no
puede descartarse la aparicion de un efecto de tolerancia inducido ahora por la estimulacion
repetida de la CI. La administracion de forma continuada de sustancias de abuso como la
morfina, los cannabinoides o los psicoestimulantes, puede llegar a provocar: a) tolerancia
hacia algunos de los efectos que provocan, por ejemplo la analgesia; b) dependencia fisica
y/ o psiquica, que se manifiesta a través de la aparicion de los sintomas del sindrome de
retirada o abstinencia, y/ o la presencia de ansia/ “craving” o necesidad imperiosa de
consumir dicha sustancia; mientras que, si la administracion es discontinua, c¢) puede
provocar un aumento o sensibilizacion de la respuesta locomotora (sensibilizacion
conductual) asi como de las propiedades reforzantes que estas sustancias poseen (Bakshi y
Kelley, 1994; Herz y Spanagel, 1995; Bell et al., 1997; Hamamura et al., 1997; Bernstein y
Welch, 1998; Mao, 1999; van Ree et al., 1999; Mitchell et al., 2000; Drouin et al., 2002;
Everitt et al., 2001; Narita et al., 2001; Taylor y Fleming, 2001; De Vries y Shippenberg,
2002; Maldonado, 2002; Avena y Hoebel, 2003; Bodnar y Hadjimarkou, 2003; Gerrits et
al., 2003; Vigano et al., 2003; Sun y Dalman, 2003; Koob y Le Moal, 2006).

El fenémeno de la tolerancia y los correspondientes sintomas de dependencia que le
acompaian surgen, al menos en parte, como resultado de adaptaciones compensatorias ante
la administracion de las drogas. En ausencia de estas drogas, estas neuro-adaptaciones se
hacen evidentes y pueden reflejarse por la aparicion de sintomas generalmente opuestos a
los provocados por la administracion inicial de estas sustancias (abstinencia). En animales,
como se indicaba mas arriba, estos sintomas incluyen signos somaticos como diarrea,
rinorrea, rechinar de los dientes, temblores, etc., o manifestaciones conductuales que
incluyen cambios en la conducta exploratoria, tendencia a conductas de escape (saltos),
incremento en la actividad locomotora vertical (nimero de ‘“rearings”/ respuestas de
alzada), posturas anormales, sacudidas del lomo entre otras, y que reflejan los sintomas
afectivos aversivos asociados con la abstinencia a los opiaceos (Koob et al., 1993; Kreek y
Koob, 1998; Liu et al., 1999; Tzchentke y Schmidt, 1999; Berke y Hyman, 2000; Stinus et
al., 2000; Hamlin et al., 2001; Narita el al., 2001; Sinchaisuk et al., 2002; Zhou et al.,
2003).
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Siguiendo este planteamiento, en el presente estudio se ha examinado la posibilidad
de que los animales se hubieran podido encontrar en un estado de privacioén o abstinencia,
provocado por la ausencia de los efectos reforzantes derivados de la estimulacion eléctrica
de la Corteza Insular. Asi es sabido que tras la administracion repetida de morfina, su
ausencia puede provocar un descenso en la ingesta asi como en la preferencia mostrada por
soluciones apetitosas con las que es asociada (Lieblich et al., 1991) y también que los
sintomas del sindrome de abstinencia pueden aparecer tanto por el cese brusco en el
consumo de estas sustancias como por la administracion de un antagonista opiaceo como la
naloxona (van Ree et al., 1999; Narita et al., 2001; Parker et al., 2002; Gerrits et al., 2003).
En este estudio se han examinado las consecuencias conductuales ambas manipulaciones

experimentales.

Se han analizado los efectos de la posible abstinencia espontanea provocada por la
ausencia de estimulacion a través de los cambios en la conducta locomotora horizontal
(contabilizando el nimero de cruces que realiza el animal al pasar de una zona a otra del
laberinto) (Balcells-Olivero y Vecina, 1997; Bell et al., 1997, Hamamura et al., 1997;
Tzschentke y Schmidt, 1999; Chefer et al., 2000; Bradley y Meisel, 2001; Vigano et al.,
2003); y la conducta locomotora vertical o nimero de “rearings”/ respuestas de alzada
(Balcells-Olivero y Vecina, 1997; Hamamura et al., 1997; Tzschentke y Schmidt, 1999;
Chefer et al., 2000; Roitman et al., 2002; Vigano et al., 2003). Aunque ambas
manifestaciones conductuales han sido consideradas como respuestas relacionadas la
administracion de sustancias de abuso, investigaciones llevadas a cabo mediante la
administracion de antagonistas opidceos han demostrado que sélo los “rearings”/ respuestas
de alzada, serian representativos de la implicacion de mecanismos opidceos (Balcells-
Olivero y Vecina, 1997).

Los resultados obtenidos demuestran que los animales que han recibido en repetidas
ocasiones estimulacion reforzante de la CI, ahora en ausencia de ésta, muestran una mayor
actividad exploratoria que se manifiesta por un aumento en la actividad locomotora vertical
(o “rearings”) por comparacion al grupo “control”; no existiendo diferencias significativas
entre los grupos con respecto a la actividad locomotora horizontal (nimero de cruces que se

producen al pasar de una zona a otra del laberinto).
Por otra parte, distintas investigaciones han demostrado que la administracion

discontinua de sustancias de abuso como los opiaceos, la cocaina o las anfetaminas puede

provocar un aumento en la denominada sensibilizaciéon conductual hacia determinados
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efectos de la droga, que se puede manifestar a través de la actividad locomotora
(Hamamura et al., 1997; Pierce y Kalivas, 1997; Mao, 1999; Tzschentke y Schmidt, 1999;
Chefer et al., 2000; Drouin et al., 2002; Wyvell y Berridge, 2001; Everitt y Wolf, 2002;
Fernandez-Espejo, 2002; Avena y Hoebel, 2003; Vigano et al., 2003; Yoo et al., 2003).
Este efecto comportamental seria el reflejo de los cambios estructurales y morfologicos que
la administracion intermitente de drogas provoca en el sistema nervioso central, y mas
concretamente, en los sistemas cerebrales relacionados con la recompensa (Pierce y
Kalivas, 1997; Robinson y Kolb, 1997, 1999a; Berridge y Robinson, 1998; Berke y
Hyman, 2000; Robinson y Berridge, 2000, 2003; Everitt et al., 2001; Hyman y Malenka,
2001; Shippenberg et al., 2001; Everitt y Wolf, 2002; Fernandez-Espejo, 2002; Robinson et
al., 2002; Bonci et al., 2003).

Siguiendo este planteamiento, existe la posibilidad de que la estimulacion eléctrica
de la CI haya podido inducir una sensibilizacion en el circuito cerebral implicado en la
recompensa, cuyo resultado ha sido un aumento de alguno de los componentes de la
conducta locomotora de estos animales. De hecho, este efecto suele verse incrementado
cuando los animales son situados en presencia de los indices del entorno que previamente
(en la primera fase del experimento) habian estado asociados al efecto de las drogas (o en
nuestro caso, la activacion de esta estructura) (Anagnostaras y Robinson, 1996; Berke y
Hyman, 2000; Robinson y Berridge, 2003; Robinson y Kolb, 2004).

En este contexto es sabido que la administracion de naloxona a animales, que han
sido expuestos a los efectos reforzantes de la morfina, induce estados afectivos negativos
que pueden manifestarse por ejemplo, en tareas de aprendizaje discriminativo y/ o espacial,
por una evitacion / aversion hacia los estimulos con los que han sido asociados (McDonald
et al., 1997; Erdtmann-Vourliotis et al., 1998; Blokhina et al., 2000; Lowe et al., 2002;
Parker et al., 2002; Kawasaki et al., 2005). Los resultados obtenidos en la ultima fase de
esta serie experimental demuestran que la administracion de naloxona, en animales
expuestos a la estimulacion eléctrica de la CI posterior, provoca un estado motivacional
aversivo capaz de inducir evitacion o aversion por las claves espaciales con las que ha sido
asociada. Un resultado que no puede ser atribuido en exclusiva a la accion de la naloxona,

puesto que en el grupo “control” no se produce este efecto.
Investigaciones previas llevadas a cabo con técnicas de neuro-imagen sugieren

también la implicacion de la CI en el sindrome de abstinencia a la morfina cuando es

“precipitado” por la administracion de naloxona (Erdtmann-Vourliotis et al., 1998; Lowe et
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al., 2002). Estos estudios demuestran que la administraciéon de naloxona en ratas pre-
tratadas con morfina provoca los sintomas conductuales propios del sindrome de
abstinencia a opidceos, mientras que a nivel neural supone la activacion de distintas
estructuras entre las que se encuentra la Corteza Insular (Erdtmann-Vourliotis et al., 1998;
Lowe et al., 2002).

En resumen, los resultados obtenidos en esta investigacion reproducen de nuevo que
la estimulacion eléctrica de un éarea implicada en el procesamiento de la informacion
viscero-sensorial, como la Corteza Insular, induce preferencias por los estimulos espaciales
y gustativos con los que es asociada (Fase 1 y 2). Sin embargo, de acuerdo con los datos
obtenidos en la segunda fase de este estudio, este efecto se reduce al aumentar el numero de
ensayos de adquisicion. Esta pérdida del efecto reforzante va acompaniada de un aumento
en la actividad locomotora vertical (o “rearings”/ respuestas de alzada) de los animales
(Fase 3). Asimismo, la administraciéon de naloxona, un antagonista opidceo, induce un
estado motivacional aversivo que se manifiesta por un rechazo por el lugar del laberinto
que previamente habia sido preferido (Fase 4). En conjunto estos resultados podrian ser
similares a los efectos y a las consecuencias aversivas derivadas de la administracion
repetida de algunas sustancias de abuso. Para estudiar esta potencial caracteristica de los

efectos reforzantes de la estimulacion repetida de la CI, se disefi6 el siguiente experimento.
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CAPITULO VI

EXPERIMENTO 7: Reduccion en la eficacia reforzante
inducida por la estimulacion eléctrica repetida de Ila
Corteza Insular Agranular Posterior.

La estimulacion eléctrica de la Corteza Insular Agranular Posterior genera
preferencias por los estimulos con los que es asociada, tanto en tareas de condicionamiento
de preferencias por un lugar como en aprendizajes discriminativos gustativos. Sin embargo,
en el experimento anterior un incremento en el numero de ensayos de adquisicion, no
mejord y consolido el aprendizaje sino que, por el contrario, provocd una reduccion
significativa en el efecto de preferencia obtenido. Esta disminucién no se produce en el
caso de la conducta de autoestimulacion eléctrica intracerebral, la cual, una vez adquirida
permanece constante, es decir, que los animales mantienen su fase de respuesta (presionar
la palanca en una caja de Skinner) a lo largo del tiempo (horas, dias, semanas) (Bozarth,
1994).

Los resultados descritos en el estudio previo se asemejan mas a los obtenidos tras la
administracion repetida de las sustancias de abuso (Lieblich et al., 1991; Mao, 1999; van
Ree et al., 1999; Mitchell et al., 2000; Narita et al., 2001; Shippenberg et al., 2001; Taylor y
Fleming, 2001; Vetulani, 2001; Bodnar y Hadjimarkou, 2003; Gerrits et al., 2003; Hyman
et al., 2006; Koob y Le Moal, 2006). Parece pues que el resultado de la estimulacion de la
CI, podria explicarse en términos de tolerancia. En efecto, la tolerancia es un fenémeno que
se observa habitualmente en los casos de administracion repetida de sustancias como los
opidceos, cannabinoides, los psicoestimulantes, etc., y que podria definirse como un
descenso en la respuesta a la dosis de un farmaco administrado repetidamente o también en
la necesidad de incrementar la citada dosis para obtener el efecto inicial (Taylor y Fleming,
2001; Vetulani, 2001; Koob y Le Moal, 2006). En los casos de la tolerancia opiacea, ésta
ultima aparece con respecto a los efectos reforzantes, analgésicos, sedativos que estas
sustancias ejercen (Herz y Spanagel, 1995; Poulos y Cappel, 1991; Vetulani, 2001; Cami y
Farr¢, 2003; Hyman et al., 2006; Koob y Le Moal, 2006).
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Investigaciones llevadas a cabo tanto en seres humanos como en animales de
laboratorio, han demostrado que el desarrollo de la tolerancia esta en funcion de la dosis de
la sustancia administrada, pero también es dependiente de otros factores como el patron de
uso y el contexto (Siegel, 1999; Siegel y Kim, 2000; Vetulani, 2001; Siegel y Ramos, 2002;
Koob et al., 2004; Robinson y Kolb, 2004; Koob y Le Moal, 2006). Concretamente, la
administracion de sustancias de abuso, como los opidceos, siguiendo un patrén continuo,
favorece el desarrollo de la tolerancia en relacion con determinadas manifestaciones, como
puede ser la analgesia o el refuerzo. Mientras que, por el contrario, la administracion
discontinua o intermitente, suele estar relacionada en mayor medida con la aparicion del
fendémeno conocido como sensibilizacion (Kreek y Koob, 1998; Vigano et al., 2003;
Hyman et al., 2006; Koob y Le Moal, 2006).

Por otra parte, tanto en el caso de la tolerancia como en el de la dependencia, los
mecanismos de aprendizaje de tipo asociativo desempeiian un papel fundamental (Siegel,
1999; Siegel y Kim, 2000; Everitt et al., 2001; See, 2002; Siegel y Ramos, 2002; Ghitza et
al., 2003; Robinson y Kolb, 2004). Asi, se considera que las respuestas fisioldgicas
compensatorias que se originan para contrarrestar los efectos provocados por la
administracion de las drogas suelen asociarse a los distintos indices contextuales que han
estado relacionados con esta sustancia. A partir de aqui, la mera presencia de los indices
asociados a la administracion de la droga, puede provocar la aparicion de aquellas
respuestas compensatorias. Estas respuestas son generalmente de caracter opuesto a los
efectos inducidos por las sustancias, originando asi el fendémeno de tolerancia en presencia
de la administracion de la droga, o los sintomas de abstinencia si se presentan en ausencia
de la sustancia (Siegel, 1999; Siegel y Ramos, 2002). Para el analisis de estos procesos se
utilizan pruebas experimentales como el CPP, uno de los procedimientos mas utilizados
para el estudio de los efectos motivacionales reforzantes y aversivos inducidos por las
drogas (Bechara et al., 1992; Nader et al., 1996; Tzschentke, 1998; Narita et al., 2001;
Parker et al., 2002; Cami y Farré, 2003; Gerrits et al., 2003). De acuerdo con estos datos, el
objetivo del presente estudio sera comprobar si la estimulacion eléctrica repetida de la
Corteza Insular Agranular Posterior, siguiendo un patron de administracion diario, puede
originar un descenso en el efecto reforzante inducido en una tarea de aprendizaje de

condicionamiento de preferencia por un lugar (CPP).
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METODO.
SUJETOS.

En este experimento se utilizaron 40 ratas albinas, de raza Wistar, suministradas por
el Estabulario de la Universidad de Granada, y cuyo peso al inicio del experimento, oscild
entre 270 y 330 g.

A su llegada al laboratorio, los animales fueron distribuidos de forma aleatoria, en
dos grupos independientes, un grupo implantado con un electrodo intracerebral (formado

por 31 animales) y un grupo control intacto constituido por 9 animales.

Hasta el inicio del protocolo experimental, estos animales se mantuvieron en el

laboratorio en las condiciones descritas en el apartado de Método del Experimento 1.

INSTRUMENTOS.

Las jaulas empleadas para instalar a los animales asi como el instrumental utilizado
durante el procedimiento quirtrgico fueron los mismos que los empleados en los
experimentos anteriores (ver apartado de Instrumentos del Capitulo I de esta Tesis
Doctoral).

El equipo empleado para administrar y monitorizar la corriente eléctrica, asi como
el necesario para llevar a cabo la histologia, fue también el mismo que el descrito en los
experimentos anteriores.

Para el condicionamiento espacial se utilizd el laberinto con forma de corredor

(Modelo 1) descrito en los experimentos anteriores (ver detalles en el Experimento 1 de

esta Tesis Doctoral y Figura 23).

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO.

El procedimiento quirdrgico fue idéntico al descrito anteriormente.
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PROCEDIMIENTO CONDUCTUAL.

Antes de iniciar el procedimiento conductual, tres de los animales tuvieron que ser

excluidos del estudio porque mostraban conductas de giro.

FASE 1: CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE PREFERENCIA POR UN
LUGAR (CPPc) EN EL LABERINTO CON FORMA DE CORREDOR (MODELO 1).

Fase de fijacion de la intensidad de la corriente eléctrica apropiada.

Esta fase se realizo de forma similar a la descrita en los experimentos anteriores,
estableciendo asi la intensidad de la estimulacion adecuada para cada animal que, en este

caso, oscilo entre 70 y 385 pA.

CONDICIONAMIENTO DE PREFERENCIA.

En este periodo todos los animales fueron examinados en una prueba de
condicionamiento concurrente por un lugar durante dos sesiones de adquisicion (de 10
minutos cada una) en dias sucesivos, de un modo similar al procedimiento llevado a cabo
en el laberinto en corredor descrito en el Experimento 1. Con los 9 animales intactos se

sigui6 el mismo procedimiento, sin que en ningun caso recibieran estimulacion eléctrica.

En funcién del tiempo de permanencia de los sujetos experimentales en cada una de
las zonas del laberinto y aplicando el criterio de distribucion de los animales (descrito en el
Experimento 1), éstos se distribuyeron en dos grupos, uno formado por 16 animales que
mostraban una consistente preferencia por el lugar asociado a la estimulacion eléctrica de la
CI Agranular (grupo “positivo”); y otro grupo con 12 ratas que mostraban indiferencia por
cualquiera de las areas del laberinto (grupo “neutro implantado”). A partir de este
momento, los animales del grupo neutro implantado pasan a ser utilizados como animales
controles y no vuelven a recibir estimulacion eléctrica en ninguna de las fases

experimentales posteriores.
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FASE 2: CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE PREFERENCIA POR UN

LUGAR (CPP¢) EN EL LABERINTO CON FORMA DE CORREDOR (MODELO 1):
ESTABLECIMIENTO DE LA LINEA DE BASE.

Antes de iniciar esta segunda fase experimental los 16 animales que mostraron
preferencias por el lugar asociado a la estimulacion, fueron asignados de forma aleatoria a
dos grupos, constituidos por 8 animales cada uno (Grupo “Positivo 1” y Grupo “Positivo
2”)'

Asimismo, los animales controles intactos y los “neutrales implantados”, fueron
asignados de manera aleatoria a dos grupos, constituyendo un Grupo “Control 17,
formado por 4 animales intactos y 6 animales neutrales implantados; y otro Grupo

“Control 2”, constituido por 5 animales intactos y 6 animales neutrales implantados.

Una vez establecidos los grupos, todos los animales fueron sometidos a una sesion
de condicionamiento de preferencia por un lugar en el laberinto Modelol, manteniendo la
misma localizacién espacial que en la fase anterior, que fue considerada como linea de

base.

FASE 3: ESTIMULACION ELECTRICA REPETIDA DE LA CI AGRANULAR.

A. 24 horas después del establecimiento de la linea de base, los animales son introducidos
en la zona del laberinto Modelo 1 asociada a la estimulacion eléctrica de la CI y
permanecen alli durantel10 minutos. Solo el grupo “Positivo 17 recibe estimulacion eléctrica

de la CI durante ese periodo de tiempo.

B. 24 horas después de la prueba anterior (A), todos los animales son sometidos a una
sesion de CPP concurrente en el mismo laberinto. En este caso, los animales de los grupos
“Positivos 1 y 27, son estimulados cuando entran en la zona del laberinto asociada a la

estimulacion. Los grupos “Controles” no reciben estimulacion en ningtn caso.
Este procedimiento alternante se lleva a cabo en tres ocasiones, de forma que los

animales permanecen 3 dias en la zona del laberinto asociada a la estimulacion alternado

con 3 sesiones de CPPc en dicho laberinto.
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FASE 4: RECUPERACION DEL EFECTO DE PREFERENCIA POR UN LUGAR
MEDIANTE EL INCREMENTO DE LA INTENSIDAD DE LA ESTIMULACION
ELECTRICA DE LA CORTEZA INSULAR AGRANULAR.

Transcurridas 24 horas desde la ultima fase, todos los animales son sometidos de
nuevo a una sesion de CPPc similar a la anterior, pero en esta ocasion la intensidad de la
corriente utilizada para la activacion de la CI de los animales de los grupos “Positivo 1 y

27, se incrementd en un 15 %.

HISTOLOGIA.

Este procedimiento se llevé a cabo de idéntica manera a la descrita en los
experimentos anteriores. En la Figura 71 se puede comprobar la localizacion del electrodo
implantado en la Corteza Insular Agranular de uno de los animales pertenecientes al grupo

“Positivo 17.

Figura 71. Fotografia que muestra una seccion transversal del cerebro de uno de los animales
representativos del Grupo “Positivo 1” donde se comprueba la localizacion del tracto del electrodo. La
Corteza Insular Agranular Posterior aparece coloreada en rosa en la ldmina derecha. Abreviaturas: AIP:

Corteza Insular Agranular Posterior; CPu: Caudado Putamen; LV: Ventriculo Lateral.
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RESULTADOS.

FASE 1. Condicionamiento concurrente de preferencia por un lugar (CPPc) en el

laberinto con forma de corredor (Modelo 1).

Siguiendo el criterio conductual pre-establecido para la distribucion de los animales
en los distintos grupos (Capitulo I de esta Tesis Doctoral), se formaron dos grupos de
animales implantados, uno “positivo” constituido por 16 animales cuyo tiempo medio de
permanencia en la zona asociada a la estimulacion fue de 419.53 s y un grupo “neutral”
formado por 12 animales con implante cuya estancia media en la zona asociada a la
estimulacion fue de 239.5 s. Por ultimo, el tiempo de permanencia media en la zona del
laberinto asociada a la estimulacion del grupo de animales “controles intactos” (9 animales)
fue de 239 s.

FASES 2 Y 3. Establecimiento de la linea base (CPPc) y estimulacion eléctrica

repetida de la Corteza Insular Agranular.

Como se ha descrito anteriormente, en la segunda fase de este estudio los animales
del grupo “positivo” fueron distribuidos de forma aleatoria en dos grupos (‘“Positivo 1”7 y
“Positivo 2”), al igual que los animales de los grupos controles intacto e implantado,
formando asi los grupos “Control 17 y “Control 2”. Una vez establecidos los grupos, se
analizaron los resultados obtenidos en las sesiones de CPPc que se llevaron a cabo en

siguientes fases de este estudio (ver la siguiente grafica).

110
B Grupo
o 100 4 Control 1
S
: 90 - —&— Grupo
s Control 2
S 80 +
) —¥— Grupo
“0:) 70 1 Positivo 1
o woke
X 60 1 —+—Grupo

50 : Positivo 2

1-LB 2 3 4
CPPc

Figura 72. Representacion grafica del porcentaje del tiempo de permanencia con respecto a la Linea
Base (1-LB) mostrado por los distintos grupos de animales, en la zona del laberinto Modelo 1 asociada a la
estimulacion eléctrica de la Corteza Insular Agranular, segin el ensayo de condicionamiento concurrente de

preferencias por un lugar (CPPc). Los asteriscos muestran las diferencias significativas con una p < 0.01 (**).
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Para el analisis de los resultados obtenidos durante las 4 sesiones de CPPc (Fases 2
y 3), en cada uno de los grupos, se utiliz6 un analisis de varianza univariado intra-sujeto.
Los resultados obtenidos en el Grupo “Positivo 1” muestran que, existe un efecto
significativo del factor dia de CPPc (F321)= 5.42; p < 0.0064), resultado que se representa
en la siguiente grafica (Figura 73), en la que se puede comprobar que, a medida que
aumenta el numero de ensayos de adquisicion, disminuye el tiempo de permanencia de los
animales en la zona del laberinto asociada a la estimulacion eléctrica de la CI. El analisis
post hoc (Newman-Keuls) de este efecto demuestra que existen diferencias significativas
entre el dia de linea base (CPP1) y el tercer (p = 0.0343) y cuarto dia de CPP (p = 0.0054);

no observandose estas diferencias el segundo dia de condicionamiento (CPP 2, p = 0.1815).

GRUPO POSITIVO 1
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Figura 73. Representacion grafica del tiempo de permanencia (expresado en segundos) mostrado por
los animales del grupo “Positivo 17, en la zona preferida del laberinto con forma de corredor (Modelo 1)
asociada a la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular Agranular. Los asteriscos muestran las diferencias

significativas conuna p <0.05 (*) y p <0.01 (**).

Por su parte, los resultados obtenidos en el Grupo “Positivo 2”, muestran que no
hay efecto principal del factor dia de CPPc (Fz21)= 0.2259; p < 0.87) (ver Figura 74).

Resultados similares se han producido en los grupos controles, en los que no hay

diferencias entre los ensayos de CPP en el Grupo “Control 1” (F327) = 0.0936; p < 0.962)
ni en el Grupo “Control 2” (F(330)= 0.4225; p <0.738) (ver Figura 72).
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Figura 74. Representacion grafica del tiempo de permanencia (expresado en segundos) mostrado por
los animales del grupo “Positivo 27, en la zona preferida del laberinto con forma de corredor (Modelo 1)

asociada a la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular Agranular.

FASE 4. Recuperacion del efecto de preferencia por un lugar mediante el incremento

de la intensidad de la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular Agranular.

Por ultimo, en la siguiente grafica (Figura 75), se representan los resultados
obtenidos por los distintos grupos, en el cuarto ensayo de CPPc y la prueba de recuperacion
(fase 4).
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Figura 75. Representacion grafica del tiempo de permanencia (expresado en segundos) mostrado por
los distintos grupos de animales, en la zona preferida del laberinto con forma de corredor (Modelo 1) asociada
a la estimulacién eléctrica de la Corteza Insular Agranular, durante el ensayo de condicionamiento
concurrente de preferencias por un lugar (CPPc 4) y en la prueba de recuperacion del refuerzo. Los asteriscos

muestran las diferencias significativas con una p < 0.05 (¥*).
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Tras llevar a cabo un anélisis de varianza intra-sujeto de estos resultados, se puede
comprobar que en el Grupo “Positivo 17, existen diferencias significativas entre el ensayo
CPPc 4 y el ensayo de Recuperacion (F(; 7y= 11.44; p <0.012).

Este no es el caso del Grupo “Positivo 2”, en el cual el ANOVA intra-sujeto
muestra que no hay diferencias significativas (F 7 = 0.0857; p < 0.7782). Tampoco se
obtienen diferencias significativas en el Grupo “Control 1” (F;9)= 0.127; p <0.7294) ni
en el Grupo “Control 2” (F(; 19)= 0.4499; p < 0.5176) (ver Figura 75).

DISCUSION.

Los resultados obtenidos en este experimento demuestran una vez mas que, la
estimulacion eléctrica de la CI Posterior induce preferencias por el lugar con el que es
asociada. Sin embargo este efecto reforzante puede verse modificado en el caso de que la

estimulacion eléctrica sea repetida:

Asi la activacion diaria (durante 10 minutos) de la Corteza Insular Agranular
provoca una reduccion en el efecto reforzante de la estimulacion, que se manifiesta
por un descenso en el tiempo de permanencia de los animales en el lugar asociado a

la estimulacion.

Sin embargo, cuando la activacion de esta region cortical se produce
concurrentemente en dias alternos, el efecto reforzante inducido por la
estimulacion permanece intacto, y los animales (Grupo ‘“Positivo 2”) siguen

manifestando una marcada preferencia por el lugar asociado a la estimulacion.

Esta pérdida progresiva del efecto de la estimulacion no parece deberse a
alteraciones en la propia estimulacion eléctrica (por ejemplo, modificacion en la posicion
del electrodo) o a lesiones en el tejido cerebral, etc., ya que este efecto no se produce en el
Grupo “Positivo 2” y sobre todo porque en la ultima fase de este estudio, al aumentar la
intensidad de la corriente eléctrica administrada, los animales vuelven a mostrar preferencia

por el lugar asociado a la activacion eléctrica de la CI.
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Por otra parte, este efecto de reduccion de la accion reforzante de la estimulacion
eléctrica de la CI parece peculiar ya que no se produce en el caso de la autoestimulacion
eléctrica intracerebral (Bozarth, 1994). De hecho, una de las caracteristicas mas llamativas
de la AEIC es el elevado indice de respuestas instrumentales que emiten los animales a lo
largo de las sesiones sin que se produzca habituaciéon o un descenso en su capacidad
reforzante. Este hecho, junto a la ausencia de conductas de autoestimulacion eléctrica
inducida por la estimulacion de la CI Posterior obtenidas en los experimentos anteriores de
esta Tesis Doctoral y en otras investigaciones llevadas a cabo en nuestro laboratorio
(Cubero y Puerto, 2000), sugieren que el efecto reforzante obtenido mediante la
estimulacion de la CI podria tener unas caracteristicas diferentes de las propias del
fenémeno de AEIC.

Alternativamente estos resultados sugieren, que la estimulacion repetida de la
Corteza Insular podria provocar un efecto similar al fendmeno de tolerancia observado tras
la administracion reiterada de algunas sustancias de abuso (Lieblich et al., 1991; Di Chiara
y North, 1992; Mao, 1999; van Ree et al., 1999; Mitchell et al., 2000; Narita et al., 2001;
Shippenberg et al., 2001; Taylor y Fleming, 2001; Vetulani , 2001; Bodnar y Hadjimarkou,
2003; Gerrits et al., 2003; Koob y Le Moal, 2006). En este sentido los resultados obtenidos
en el presente experimento muestran que, al igual que ocurre con estas sustancias, una vez
desarrollado este proceso, un incremento en la intensidad de la activacion, permite

recuperar el efecto reforzante inicial.

El fenémeno conductual de la tolerancia y la aparicion de los sintomas de
dependencia ocurren, al menos en parte, como resultado de las neuro-adaptaciones
compensatorias que se producen durante la administracion repetida y continua de las
drogas. En respuesta a la estimulacion provocada por las sustancias de abuso, se producen
cambios y adaptaciones estructurales en el sistema nervioso que permiten mantener el
equilibrio homeostatico, al tiempo que reducen los efectos de estas sustancias (tolerancia)
(Koob et al., 1993; Sim et al., 1996; Sklair-Tavron et al., 1996; Bernstein y Welch, 1998;
Everitt et al., 2001; Kreek, 2001; Shippenberg et al., 2001; Taylor y Fleming, 2001; Weiss
et al., 2001; Ferndndez-Espejo, 2002; Bodnar y Hadjimarkou, 2003; Bonci et al., 2003;
Koob y Le Moal, 2006). Asi, por ejemplo, a través del modelo de tolerancia en ratones, se
ha comprobado que la administraciéon cronica de morfina provoca un descenso en el
numero de receptores opiaceos W Tronco-encefalicos, efecto que no se produce tras la
administracion aguda de esta sustancia ni tampoco en animales controles a los que se les

administra un placebo (Bernstein y Welch, 1998). Asimismo, mediante técnicas de
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neuroimagen se ha demostrado que, en los sujetos con dependencia a los opidceos se
produce un descenso en la densidad de la materia gris del Cortex Prefrontal, Temporal e
Insular (Lyoo et al., 2006).

Estos cambios o neuro-adaptaciones estructurales dan lugar a la aparicion de
respuestas fisiologicas que pueden condicionarse a distintos estimulos, de manera que la
mera presencia de éstos provoque la aparicion de las respuestas compensatorias,
normalmente opuestas a los efectos inducidos por la droga (Lieblich et al., 1991; Siegel,
1999; Mitchell et al., 2000; Siegel et al., 2000; Vetulani, 2001; Siegel y Ramos, 2002).
Algunos de los estimulos relacionados con las manifestaciones de tolerancia son los indices
contextuales (Poulos y Cappell, 1991; Siegel et al., 2000; Vetulani, 2001; Schroeder y
Kelley, 2002; Siegel y Ramos, 2002). Asi, estudios llevados a cabo en seres humanos y en
animales de laboratorio, han demostrado que el desarrollo de la tolerancia al efecto
analgésico inducido por la morfina (Mitchell et al., 2000; Siegel et al., 2000; Siegel y
Ramos, 2002), o al efecto anoréxico de la anfetaminas, o al efecto anticonvulsivante y la
hipotermia inducida por el etanol (para una revision ver Poulos y Cappell, 1991; Vetulani,
2001), es dependiente en gran medida del contexto, de manera que un simple cambio del
entorno puede ser suficiente para eliminar la tolerancia. En el presente experimento la
estimulacion repetida (a diario) de la Corteza Insular en presencia de los mismos indices
contextuales, podria haber facilitado también el descenso en la preferencia por un lugar

mostrada por los animales.

La Corteza Insular puede desempefiar un papel destacado con respecto a la
asociacion que se produce entre las claves contextuales y los efectos inducidos por
reforzadores tanto naturales como artificiales (Schroeder et al., 2001; Schroeder y Kelley,
2002; Volkow et al., 2006). Asi, Schroeder y Kelley, han demostrado que la presencia de
las claves contextuales asociadas al efecto de sustancias como la morfina o la nicotina, es
suficiente para provocar activacion (c-Fos) en distintas regiones cerebrales entre las que se
encuentra el Sistema Limbico, el Cortex Prefrontal y la Corteza Insular Agranular. Esta
activacion neural estd condicionada a la presencia del contexto especifico en el cual fueron
administradas las drogas de abuso, de manera que cuando se utiliza un contexto alternativo,
ya no se produce la mencionada activacion (Schroeder et al., 2001; Schroeder y Kelley,
2002). Estos autores comprobaron también, que existe una gran similitud entre estas areas y
las estructuras que se activan ante la presencia de estimulos condicionados a un reforzador

natural como es el chocolate (Schroeder et al., 2001).
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En resumen, los resultados obtenidos en este experimento, permiten proponer que la
estimulacion eléctrica de la CI Agranular ha podido activar una region cerebral implicada
en procesos de recompensa peculiares (diferentes de AEIC), asi como en el establecimiento
de asociaciones entre el refuerzo y los estimulos presentes durante su adquisicion.
Asimismo en este estudio se demuestra que este efecto reforzante es susceptible a la
tolerancia y a una posterior recuperacion al incrementar la intensidad de la estimulacion,

caracteristicas que se asemejan a las descritas para la accion de las sustancias de abuso.
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DISCUSION FINAL.

El objetivo de esta Tesis Doctoral ha consistido en analizar la implicacion funcional
del eje Parabraquial-Cortical, representado por dos estructuras cerebrales situadas una a
nivel Tronco Encefalico (el Nucleo Parabraquial Lateral Externo), y otra a nivel cortical (la
Corteza Insular Posterior Agranular), en distintos modelos de aprendizaje. Estas dos areas
cerebrales, ademas de mantener interconexiones anatomicas entre si (Fulwiler y Saper,
1984; Halsell, 1992; De Lacalle y Saper, 2000; Jasmin et al., 2004), han sido consideradas
como centros de procesamiento claves en distintos procesos de regulacion homeostatica.
Ambas reciben informacion masiva de tipo sensorial y visceral, tanto de indole aversivo
como apetitivo (Fulwiler y Saper, 1984; Cechetto y Saper, 1987; Yamamoto et al., 1989;
Herbert et al., 1990; Jia et al., 1994; Krukoff et al., 1994; Herbert y Bellintani-Guardia,
1995; Saper, 1995b; King et al., 1999; Augustine, 1996; De Lacalle y Saper, 2000; Krukoff
y Loewi, 2000; Zhang y Oppenheimer, 2000; Sewards, 2004...), por lo cual se ha
considerado que podrian desempefiar también un papel fundamental en determinados

procesos de tipo asociativo.

Una de las técnicas cldsicas empleadas para el andlisis funcional de las distintas
estructuras cerebrales es la estimulacion eléctrica intracerebral, un procedimiento adecuado
para la activacion de los distintos sistemas bioldgicos y que, por ejemplo, ha sido utilizado
en los procesos de aprendizaje, en lugar del estimulo condicionado o del incondicionado en
el caso del condicionamiento clasico (Thompson, 1988), o también, entre otros, como
indice biologico para facilitar el aprendizaje en diversos modelos de condicionamiento
operante (Capdevila-Ortis et al., 1988; Gallo et al., 1988). Asi ha sido en esta Tesis
Doctoral, con el fin de examinar la significacion funcional del NPBle y de la CI Posterior
en determinados procesos asociativos, activando estas estructuras cuando los animales eran
sometidos sobre todo a dos tareas de aprendizaje: el condicionamiento de preferencias por

un lugar (CPP) o aprendizajes gustativos discriminativos.

235



DISCUSION FINAL

Los resultados descritos en el primer Capitulo de esta Tesis Doctoral han
reproducido que la estimulacion eléctrica del NPBle induce consistentemente tres tipos de
comportamientos en los animales cuando son sometidos a tareas de condicionamiento
concurrente de preferencias por un lugar (CPPc): Por una parte, un numero variable de
animales manifiestan preferencias por los estimulos o indices (somatosensoriales, visuales
o espaciales) asociados con la activacion de esta estructura. Otros animales, por su parte,
manifiestan una consistente aversion o evitacion del lugar que ha sido asociado con la
estimulacion eléctrica del NPBle. Por tltimo, también suele generarse un tercer conjunto de
animales que no muestra una consistente preferencia o aversion por los distintos estimulos

del entorno /espaciales asociados a la estimulacion (denominados animales “neutros”).

Numerosos estudios han demostrado la existencia en el NPBle de una elevada
cantidad de receptores opidceos p y k (Lynch, 1986; Mansour et al., 1988; 1994; 1995) asi
como terminales inmunorreactivas a péptidos opiaceos endogenos como las encefalinas o
las endomorfinas 1 y 2 (Maley y Panteén, 1988; Hermanson y Blomqvist, 1997,
Chamberlin et al., 1999; Engstrom et al., 2001; Chen et al., 2004). Méas aun la estimulacion
quimica diferencial de los receptores p y x del Complejo Parabraquial Lateral puede
provocar preferencias o aversiones en funcion de los sistemas opiaceos activados (Moufid-
Bellancourt et al., 1996).

En este contexto, el primer experimento de esta serie demuestra que la
administracion de naloxona, no bloquea el efecto de preferencia inducido tras la activacion
de del NPBle, concretamente en los casos en los que se utiliza el mismo laberinto/ contexto
en el que originalmente se establecid el aprendizaje y en el cual los animales retienen las
experiencias previas. Por el contrario, el pretratamiento con el antagonista opidceo logra
impedir la adquisicion de las preferencias por un lugar cuando la prueba se lleva a cabo en
un nuevo contexto, con un laberinto nuevo y con una orientacion espacial diferente, y en el

que ahora ya no resulta util la experiencia anterior.

Estos resultados no parecen deberse a un efecto inespecifico del farmaco que de
alguna manera pueda originar algin déficit inespecifico en el establecimiento del
aprendizaje asociativo, ya que los datos correspondientes al grupo “negativo” muestran que
estos animales pueden desarrollar aversion hacia un lugar bajo la administracion de

naloxona.
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Igualmente parece poco probable que un potencial efecto aversivo o motor
provocado por la naloxona pueda haber influido en los resultados, ya que una vez mas la
administracion de esta sustancia no afecta al comportamiento de los grupos “negativo” o
“neutro”. Los datos obtenidos demuestran, por otra parte, que la naloxona, no sélo bloquea
el efecto reforzante de la estimulacion sino que también genera un estado motivacional
negativo en estos animales que, a nivel conductual se refleja en una conducta de evitacion o
aversion hacia la zona asociada a la estimulacion. Resultados similares a los descritos se
han obtenido también por otros autores tras la administracion de dosis bajas de naloxona en
animales pre-tratados con opiaceos (McDonald et al., 1997; Blokhina et al., 2000; Parker et
al., 2002).

El efecto reforzante obtenido a través de la estimulacion eléctrica del NPBle plantea
la posibilidad de que la estimulacion eléctrica haya podido activar alguna de las estructuras
relacionadas con el sistema general de refuerzo el cual sustenta, por ejemplo, las conductas
de autoestimulacion cerebral. En este sentido se ha comprobado que la AEIC del
Hipotalamo Lateral induce la activacion de un buen ntimero de estructuras que incluyen el
Prosencéfalo, el Diencéfalo e incluso areas del Tronco Cerebral todavia sin especificar con
precision como el NPB (Arvanitogiannis et al., 1997; Flores et al., 1997; Hunt y McGregor,
1998), o también las regiones ventrales del Pedunculo Cerebeloso Superior, y
concretamente las situadas en el tercio medio de la subdivision medial de este ntcleo
(Ferssiwi et al., 1987; Arvanitogiannis, et al., 1997). Sin embargo, en el caso del NPBle, los
intentos para inducir AEIC han resultado siempre infructuosos tras los experimentos
llevados a cabo en nuestro laboratorio (Simoén, 2003; Capitulos I y II de esta Tesis
Doctoral). Aunque esta posibilidad no ha sido descartada, los datos sucesivos obtenidos en

esta Tesis no excluyen otras hipdtesis.

El examen de los efectos recompensantes de la morfina, sugiere que el Complejo
Parabraquial Lateral podria no estar implicado en este proceso, ya que utilizando distintas
tareas de aprendizaje (gustativo y espacial) la administracién intra-Parabraquial de esta
sustancia opiacea no induce preferencias (Bechara et al., 1993; Jaeger y Van der Kooy,
1996). Este resultado negativo contrasta con los datos obtenidos en este primer experimento
y podria depender de factores de indole procedimental y particularmente de las
caracteristicas temporales de la tarea que se han utilizado. Distintos estudios llevados a
cabo en nuestro laboratorio (Zafra et al., 2002) asi como los resultados obtenidos en el
Capitulo II de esta Tesis Doctoral, demuestran que el NPBle solo seria esencial en aquellas
modalidades de aprendizaje en las que existe contigiiidad temporal inter-estimular. De
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hecho, los datos obtenidos en el Experimento 1 de esta Tesis Doctoral, indican que la
capacidad reforzante de la estimulacion eléctrica del NPBle para inducir preferencias por
un lugar requieren un procedimiento concurrente y podria estar mediada por los opidceos

endogenos ya que su efecto es bloqueado por la naloxona.

La posibilidad de que la naloxona haya podido bloquear el efecto reforzante
inducido por la estimulacion eléctrica del NPBle, se ve apoyada por estudios llevados a
cabo con drogas de abuso como la morfina o la heroina (McFarland y Ettenberg, 1998;
Mueller y Steward, 2000; Mueller et al., 2002). Asi, McFarland y Ettenberg (1998)
demostraron que, un grupo de animales recorria mas rapidamente un laberinto en presencia
de un estimulo distintivo que predecia la administracion de heroina, que ante un estimulo
que indicaba la administracion de suero fisiologico. Inicialmente, la administracion de
naloxona, no afectaba al tiempo que estos animales tardaban en recorrer el laberinto ante la
presencia del estimulo que predecia la heroina. Sin embargo, en una prueba posterior a este
primer ensayo de tratamiento con naloxona, estos mismos animales ahora recorrian el
laberinto mas lentamente en presencia del estimulo asociado a la heroina, empleando un
tiempo significativamente mayor que el que utilizaban en presencia del estimulo asociado a
la administracion de suero fisiologico. En otras palabras y segln estos autores, la naloxona
podria haber afectado al refuerzo inducido por la administracion de la heroina pero no a la

motivacion de los animales por conseguir la droga.

Por otra parte la estimulacion del NPBle ha podido activar una estructura implicada
en la atribucion de incentivo, provocando un cambio en el valor hedonico inicial del
estimulo asociado y haciendo que éste resulte mas atractivo para el sujeto, y hacia el cual
manifieste su preferencia. De hecho, el NPBle ha sido implicado en procesos de indole
hedonico-afectivo (Bernard et al., 1991, 1994; 1995; Bester et al., 1995; 1997; Saper, 1995;
Jasmin et al., 1997; Craig y Dostrovsky, 1999; Soderpalm y Berridge, 2000; Sewards,
2004). Y asi, la administracion intra-Parabraquial de benzodiacepinas, induce un aumento
en la ingesta a través de un incremento en el valor hedonico que el sujeto hace del estimulo
gustativo (Soderpalm y Berridge, 2000). Igualmente, el bloqueo de los receptores opidceos
de la region NPB ventro-lateral, se eliminan las preferencias de los sujetos hacia productos
apetitosos (Edwards y Ritter, 1989; Moufid-Bellancourt et al., 1996), mientras que la
restriccion cronica de comida modifica la actividad de los receptores p y x localizados en el
NPBIle y en el NPBme (Wolinsky et al., 1996; Carr et al., 1998).
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La relacion entre el refuerzo y la atribucion de incentivo es controvertida. Para
algunos autores podria depender de sustratos neurobioldgicos distintos y con actuacion
independiente (Nader et al., 1996). Aunque, estos sistemas pueden activarse de forma
simultanea al entrar en contacto con los estimulos reforzantes (por ejemplo las drogas de
abuso) o por los estimulos asociados a éstos, la conducta de aproximacion hacia estos
ultimos, podria depender de procesos independientes del sistema de refuerzo, implicitos y
no conscientes. Asi, los efectos discriminativos de la morfina que actian dirigiendo la
conducta en una tarea de aprendizaje asociativo viscero-gustativo, podian ser activados en
el NPBI sin producir ninglin efecto motivacional reforzante (Jaeger y Van der Kooy, 1993;
1996; Nader et al., 1996).

Otros autores por el contrario, consideran que, si bien estos dos procesos estan
mediados por sustratos anatomicos distintos, estarian estrechamente interrelacionados
(Berridge y Robinson, 1998). En este sentido, y en contra de los planteado por Nader y
colaboradores, autores como Berridge y su grupo (1998), consideran que el proceso de
atribucion de incentivo mediante el cual un determinado estimulo adquiere la propiedad de
dirigir la conducta, requiere un aprendizaje asociativo de tipo explicito (Berridge y
Robinson, 1998; Ikemoto y Panksepp, 1999), de forma que el animal sea capaz de transferir
dicho aprendizaje a un nuevo contexto, en el cual existan unas condiciones distintas a las
presentes durante la adquisicion del condicionamiento (Reber et al., 1996; Eichenbaum,
2002).

Por otra parte, existe un cierto consenso entre los cientificos con respecto al hecho
de que el sustrato biologico implicado en el refuerzo, puede ser compartido con los
sistemas motivacionales que procesan los reforzadores naturales (Wise y Rompré, 1989;
White y Milner, 1992; Wise, 1996). Asi, investigaciones llevadas a cabo con técnicas
inmuno-histoquimicas han demostrado la activacion del NPBle tras administracion de
nutrientes tales como la glucosa, lactosa o sacarosa (Wang et al., 1999; Yamamoto y Sawa,
2000a) o de productos apetitivos (Yamamoto et al., 1994; Yamamoto y Sawa, 2000b),
todos ellos con efectos recompensantes de caracter motivacional (reduccion del estado de
déficit) o heddnicos (estimulos con una alta palatabilidad) (Le Magnen, 1990; Carr, 1996;
Nencini, 1996). Y al revés, lesiones especificas del NPBle o generales del Complejo
Parabraquial, que incluyen el subnucleo Lateral Externo, bloquean las preferencias por
sustancias nutritivas, como la sacarosa (Reilly y Trifunovic, 2000a), la comida apetitosa o
hacia estimulos gustativos asociados a la administracion de nutrientes reforzantes (Zafra et
al., 2002).
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Existe la posibilidad por tanto, de que los efectos obtenidos en nuestro estudio
hayan sido debidos a que la estimulacion eléctrica del Nucleo Parabraquial Lateral Externo,
habria podido activar un sistema visceral provocando consecuencias viscerales positivas o
negativas, similares a las observadas ante un estimulo visceral natural, y ademaés que
pueden ser asociadas a una determinada zona espacial, originando asi preferencias o
aversiones hacia un lugar, seglin los casos. En este sentido, se ha demostrado que se pueden
inducir preferencias por un lugar si la ingesta de agua o la infusion intragéstrica de sacarosa
o0 agua, se produce inmediatamente antes de confinar a los animales en un compartimiento
especifico de un laberinto en T (Arnold y Agmo, 1999). Asimismo, investigaciones previas
de nuestro laboratorio han puesto de manifiesto que la estimulacion eléctrica intracerebral
de distintas estructuras puede inducir preferencias o aversiones hacia los estimulos con los
que ha sido asociada, ya sean de tipo gustativo (Gallo et al., 1988; Agiiero et al., 1993b;
Cubero y Puerto, 2000, Simén, 2003) o espacial (Simén, 2003; Hurtado et al. 2006).

En otras palabras, este efecto podria ser similar al observado cuando un estimulo
gustativo se asocia a beneficios metabolicos o a la administracion intragastrica de
alimentos, y elicita la preferencia gustativa por dicho estimulo (Puerto et al., 1976a, b;
Puerto y Molina, 1977; Le Magnen, 1990; Zafra et al., 2002), particularmente en un ntcleo
como el NPBle que constituye uno de los primeros relevos centrales en el procesamiento de
las sefiales viscero-gustativas (Fulwiler y Saper, 1984; Herman y Rogers, 1985; Lanca y
Van der Kooy, 1985; Herbert et al., 1990; Moga et al., 1990; Papas y Ferguson, 1990;
Bernard et al., 1991; 1993; Halsell, 1992; Kobashi et al., 1993; Krukoff et al., 1993; 1994;
Light et al., 1993; Saleh y Cechetto, 1993; Alden et al., 1994, Jia, et al., 1994; Slugg y
Light, 1994; Saper, 1995b; De Lacalle y Saper, 2000; Krout y Loewi, 2000).

La hipotesis anterior también podria ser aplicable en el caso del efecto aversivo
evocado en algunos animales por la estimulacion eléctrica y que se manifiesta a través de la
conducta de evitacion de la zona asociada con la estimulacion. Es posible que la
estimulacion intracerebral del NPBle pueda activar células que codifican la informacion
visceral negativa (por ejemplo relacionada con el dolor visceral) (Yamamoto et al., 1994;
Millan, 2002), originando una sensacion de malestar similar a la observada tras la
administracion de un agente toxico (Mediavilla et al., 2000) o incluso por algin estimulo
doloroso, ya que el NPBle ha sido relacionado con el procesamiento de informacion
nociceptiva (Bernard et al., 1991; 1994; 1995; Besson et al., 1994; Wang et al., 1994;
Bester et al., 1997; Jasmin et al., 1997; Engstrom et al., 2001).
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También existe un buen numero de pruebas que relacionan al Complejo
Parabraquial con el establecimiento del aprendizaje aversivo gustativo (Agliero y Puerto,
1986; Di Lorenzo, 1988; Spector et al., 1992; Agiiero et al., 1993a, b; 1997; Bielavska y
Bures, 1994; Swank y Bernstein, 1994; Scalera et al., 1995; Nader et al., 1996; Sakai y
Yamamoto, 1997; 1998; Shimura et al., 1997, Reilly, 1999; Bielavska et al., 2000; Cubero
y Puerto, 2000b; Mediavilla et al, 2000; 2001a, b; Reilly y Trifunovic, 2000b; Cubero et al.,
2001). Asi por ejemplo, mientras que las lesiones del NPBle interrumpen la adquisicion de
este tipo de condicionamiento (Mediavilla et al., 2000a), lesiones en el extremo dorsolateral
del PB (que incluyen el NPBIle), bloquean el condicionamiento espacial aversivo inducido
por la administracion periférica de la morfina (Bechara et al., 1993). Igualmente, Sakai y
Yamamoto (1997) han demostrado que la administracion de una gran variedad de productos

aversivos y reforzantes para establecer este aprendizaje, provocan la activacion del NPBle.

De acuerdo con este planteamiento existe la posibilidad de que los resultados
obtenidos en el grupo “negativo” de este estudio y, en el que la naloxona reduce (no
significativamente) el efecto aversivo de la estimulacion, podria depender de su accidon
sobre estos sistemas opidceos, mientras que, los resultados obtenidos en el grupo “neutro”
podrian hipotéticamente deberse a una activacion simultanea de ambos tipos de receptores
opidceos (1 y k) (Spanagel et al., 1992; Bals-Kubick et al., 1993; Pan, 1998; Narita et al.,
2001).

En particular este efecto aversivo de los opidceos tiene un cierto caracter paraddjico,
ya que dosis parecidas de morfina pueden actuar como estimulo adecuado en una tarea de
aprendizaje aversivo gustativo o inducir preferencias en un paradigma de aprendizaje de
preferencia por un lugar (Mucha y Herz, 1985), y todo ello dependiendo del mecanismo
neurobioldgico implicado (periférico o central) asi como del tipo de receptor sobre el que
actien (Mucha y Herz, 1985; Bechara y van der Kooy, 1985; 1987; Bechara et al., 1993;
Moufid-Bellancourt y Velley, 1994; Moufid-Bellancourt et al., 1996; van Ree et al., 1999;
van Ree et al., 2000).

Mas aun, por ejemplo, la administracion de morfina intra-Parabraquial modifica las
preferencias gustativas hacia una solucion dulce (sacarina) mostradas por los animales,
convirtiéndolas en aversion (Moufid-Bellancourt y Velley, 1994; Moufid-Bellancourt et al.,
1996), efecto que al parecer es debido a su actuacién predominante sobre los receptores de
opiaceos k (Bechara y van der Kooy, 1985; 1987).
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Concretamente los efectos aversivos generados por la morfina, estarian mediados
por el nervio Vago el cual, a través del NTS, proyectaria a regiones como el Cortex Insular
Agranular (Mackey et al., 1986; Zito et al.,1988; Bechara et al., 1993). Ahora bien, uno de
los principales relevos de esta via neural estaria situado en alguna region del NPBI
(Bechara et al., 1993), y asi lesiones amplias en este area (que incluyen el Nucleo
Parabraquial Lateral Externo) bloquean los efectos motivacionales aversivos inducidos por
la administracion intraperitoneal de morfina, con independencia del estimulo sensorial que

se utilice durante el aprendizaje (Bechara et al., 1993).

En el mismo sentido, lesiones globales de la region Parabraquial Lateral (con 4cido
iboténico) bloquean la aversion hacia un lugar inducida por el sindrome de retirada de la
morfina (Nader et al., 1996), mientras que el tratamiento crénico con morfina o heroina,
provoca cambios en los receptores opidceos p localizados en diversas regiones cerebrales
tales como la Amigdala, el Locus Coeruleus, el Talamo, la Sustancia Gris Periacueductal,
la comisura del NTS, y el Complejo PB Lateral y Medial (Sim et al., 1996; Sim-Selley et
al., 2000). Lo mismo sucede, una activacion (c-fos) del Complejo PB Lateral, tras provocar
el sindrome de abstinencia mediante la administracion de naloxona en ratas con

dependencia a la morfina (Hamlin et al., 2001).

Finalmente, el NPBle es sensible a estimulaciones nociceptivas de diversa indole
(térmica, mecanica, dental) a través del sistema Trigémino-Parabraquial o Solitario-
Parabraquial ~ Espino-(Trigémino)-Parabraquio-Hipotaldmico y  Espino-(Trigémino)-
Parabraquio-Amigdaloide (Bernard et al., 1991; Light et al., 1993; Bernard et al., 1994;
Bester et al., 1995; Saper, 1995; Craig y Dostrovsky, 1999), efecto que es bloqueado de
forma dosis dependiente, por la administracion de morfina (Bourgeais et al., 2001,
Hiroshima et al., 2001).

C000000000000000000000

Para determinar si el NPBIle esta implicado en procesos de aprendizaje asociativo de
tipo secuencial (explicitos), o por el contrario, participa en el establecimiento de
asociaciones entre estimulos por contigliidad (implicito), se llevaron a cabo los

experimentos 2 y 3 (3A y 3B) de esta Tesis Doctoral (Capitulo II). En ambos casos se
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utilizaron tareas de discriminacion gustativa, en las que la estimulacion eléctrica del NPBle
era asociada a uno de los estimulos gustativos (ofrecido siempre en la misma posicion). En
el primero de estos estudios (experimento 2) se introdujo un intervalo de demora de 15
minutos entre la ingesta del estimulo gustativo y la activacion eléctrica del NPBle
(modalidad de aprendizaje a largo plazo o secuencial), mientras que en el experimento 3, la
ingesta del estimulo gustativo era seguida de la estimulacion intracerebral en contigiiidad

temporal (caracteristica de los aprendizajes implicitos).

Los resultados obtenidos sugieren que las variantes temporales impuestas en estas
tareas de aprendizaje discriminativo pueden desempefiar un papel fundamental en la
induccion de las preferencias y /o aversiones inducidas mediante estimulacion eléctrica del
NPBle. Asi, en la modalidad de aprendizaje demorado, la estimulacion eléctrica del NPBle
no logra inducir preferencias ni aversiones gustativas, a pesar del incremento (duplicado)
en el nimero de ensayos de aprendizaje. Este resultado es compatible con investigaciones
previas en las que se ha demostrado que, lesiones que incluyen a este mismo subnucleo, no
interrumpen el aprendizaje aversivo gustativo de tipo secuencial inducido por la

administracion intragastrica de cloruro de litio (Nader et al., 1996).

Este no es el caso cuando se llevaron a cabo tareas de aprendizaje concurrentes, en
las que los animales desarrollan conductas de preferencia y/ o evitacion, segun los casos,

hacia los estimulos del entorno con los que es asociada.

Mas aun, cuando el procedimiento experimental es no demorado/ en contigliidad
(Experimento 3), la estimulacion intracerebral genera de nuevo preferencias por el estimulo
gustativo asociado a la activacion eléctrica del NPBle (Experimento 3A), o una reduccion
en la ingesta del sabor asociado a la estimulacion en el grupo de animales “negativos”
(Experimento 3B); unos resultados compatibles con los obtenidos al inicio del experimento

en la tarea de condicionamiento de preferencia por un lugar de tipo concurrente.

Estos resultados también son compatibles tedricamente con otros estudios que
muestran una activacion del NPBle tras la estimulacion eléctrica de las ramas aferentes del
nervio Vago (Saleh y Cechetto, 1993; Gieroba y Blessing, 1994), o tras la administracion
de sustancias que estimulan los receptores viscerales periféricos permitiendo asi una
deteccion visceral rapida de los distintos productos (Yamamoto et al., 1992; Hochstenbach
et al., 1993; Kobashi et al., 1993; Hayward y Felder, 1995; Sakai y Yamamoto, 1997,
Wang et al., 1999; Yamamoto y Sawa, 2000a, b; Karimnamazi et al., 2002). Estos
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componentes neurobioldgicos son esenciales en la induccion de preferencias gustativas a
través de la administracion intragastrica de nutrientes predigeridos en pruebas
experimentales concurrentes/ a corto plazo; un efecto que es bloqueado al lesionar el
NPBIle (Zaftra et al., 2002).

La relevancia que el intervalo de tiempo inter-estimular puede desempefiar en la
induccion de conductas de preferencia habia quedado reflejada en un estudio llevado a cabo
por Arnould y Agmo (1999), en el cual la infusion intragastrica de glucosa, puede inducir
preferencias hacia los indices del entorno con los que es asociada, en una tarea de
condicionamiento de preferencia por un lugar en contigiiidad, pero no sucede asi si se

introduce una demora temporal entre los estimulos de 15 minutos (Arnould y Agmo, 1999).

Pero ademés esta region Parabraquial ha sido implicada en la modalidad
concurrente del aprendizaje aversivo gustativo. Asi, los datos obtenidos en este capitulo,
también son compatibles con estudios llevados a cabo por Mediavilla y colaboradores
(2000), en los que se ha demostrado que la administracion intragastrica de cloruro sodico
hipertonico (sustancia detectable por via vagal) puede ser asociada de forma concurrente a
la ingesta de un estimulo gustativo, provocando una reducciéon en la ingesta de dicho
estimulo (aprendizaje interoceptivo), y que este efecto puede ser bloqueado mediante
lesiones del NPBle (Mediavilla et al., 2000). Resultados similares se han observado tras la
administracion i.p. de morfina, donde de nuevo amplias lesiones del Complejo Parabraquial
Lateral interrumpen el aprendizaje, hecho que no sucede cuando la zona lesionada es el
NPB Medial o también cuando se utiliza como estimulo visceral el cloruro de litio, una
sustancia que es procesada prioritariamente por via sanguinea (Bechara et al., 1993; Nader
et al., 1996).

Por tanto, de acuerdo con las investigaciones previas y los datos presentados en este
capitulo, el NPBle parece participar en la modalidad de aprendizaje en contigiiidad
exclusivamente. Existe la posibilidad, sin embargo, de que los animales hayan aprendido y
almacenado de alguna manera la informacion, a través de un mecanismo explicito que les
permitiria transferir los conocimientos adquiridos a nuevas situaciones estimulares. Para
comprobar esta hipotesis, tras el Test de Discriminacion Gustativa, se llevo a cabo un Test
de Inversion en el que se invertia la posicion estimular (izquierda-derecha) que se habia
utilizado durante la adquisicion del aprendizaje (Reber et al., 1996). Los resultados
obtenidos muestran que los animales no logran transferir el aprendizaje adquirido

previamente. Las modificaciones contextuales introducidas con respecto a las que se
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llevaron a cabo durante el aprendizaje, son decisivas y los animales no logran transferir los
conocimientos adquiridos. Estos resultados sugieren que el NPBle solo formaria parte del

circuito anatdmico implicado en el procesamiento de la informacion de tipo implicito.

Existe la posibilidad, sin embargo, de que los animales hayan aprendido utilizando
indices espaciales o propioceptivos, lo cual significaria que en el Test de Inversion no se
habrian producido modificaciones con respecto a la situacion de aprendizaje. En ese caso,
cabria esperar que los animales mostraran la respuesta conductual aprendida, a saber,
aumentar la ingesta del estimulo gustativo localizado en la posicién que previamente habia
sido asociada a la estimulacion eléctrica del NPBle. Aunque se produce una tendencia en
esa direccion, esta posibilidad deberda ser examinada en mayor detalle en proximos

experimentos.

En resumen, de acuerdo con los resultados del presente estudio se puede concluir
que la participacion del NPBle en la induccion de preferencias gustativas estaria en funcion
de los requisitos temporales de la tarea. Es decir que, en el caso de modalidades de
aprendizaje flexibles que incluyan, por ejemplo, importantes demoras inter-estimulares la
relevancia de este subnucleo pontino parece ser nula. La ausencia de flexibilidad es
caracteristica de las estructuras cerebrales implicadas en la adquisicién de conocimientos
implicitos (Petri y Mishkin, 1994; Reber et al., 1996).

C000000000000000000000

Anatomicamente relacionado con el Complejo Parabraquial, se encuentra el Cortex
Insular (Fulwiler y Saper, 1984; Halsell, 1992; De Lacalle y Saper, 2000). Los resultados
obtenidos en el Capitulo III de esta Tesis Doctoral demuestran a través de la estimulacion
eléctrica de la Corteza Insular Posterior Agranular (en una tarea de aprendizaje de
preferencias por un lugar de tipo concurrente), que estaria implicada en los procesos
motivacionales de recompensa cerebral, induciendo respuestas de aproximacion/
preferencia, o de evitacion/ aversion hacia los indices somatosensoriales, ambientales o
visuales con la que es asociada. Se ha demostrado asimismo que este comportamiento
mostrado por los animales es consistente tanto en lo referente a la aversion/ evitacion como
en la preferencia hacia los estimulos ambientales asociados a la estimulacion eléctrica

intracerebral.
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Este efecto de consistencia ha sido examinado a través de tareas de CPPc, en las que
se utilizaron dos laberintos diferentes que ademas fueron orientados de distinta manera, de
forma que quedaran modificados los indices estimulares tanto internos como externos del
entorno. En este contexto, los resultados obtenidos han demostrado que los efectos
inducidos por la estimulacion eléctrica del Cortex Insular no son aleatorios, y que la
induccion de preferencias en algunos de los animales y la evitacion de la zona asociada a la

estimulacion en otros, es un efecto consistente.

Estos efectos de preferencia contrastan con la incapacidad mostrada por los
animales para autoinducirse estimulacion eléctrica intracerebral, lo cual sugiere que las
preferencias por un lugar inducidas por la estimulacion eléctrica de la CI Posterior pueden
no ser debidas a la activacion del circuito general de refuerzo. Estudios llevados a cabo por
McGregor y Atrens (1991), demuestran que los animales pueden inducirse
autoestimulacion eléctrica intracerebral activando zonas adyacentes a la CI mas anterior, de
hecho, en areas muy proximas a la region estimulada en nuestro estudio. Sin embargo, no
ha sido este el caso en investigaciones llevadas a cabo en nuestro laboratorio, cuando la
zona estimulada era la propia CI Posterior (Cubero y Puerto, 2000), a pesar de las
preferencias mostradas hacia los estimulos gustativos asociados. En este sentido, se ha
comprobado que ciertas sustancias, como el cannabis, el acido lisérgico dietilamida (LSD),
la buspirona o el pentilentetrazol, también inducen preferencias por los estimulos
ambientales asociados a su administracion, sin que tampoco se haya logrado

comportamientos de autoadministracion (Bardo y Bevins, 2000; Tanda y Goldberg, 2003).

Es posible que el CPP y la autoadministracion (ya sea mediante estimulacion
eléctrica, AEIC, o a través de la administracion de sustancias) impliquen dos modalidades
distintas de refuerzo. En efecto, investigaciones recientes han puesto de manifiesto que, por
ejemplo, la capacidad de ciertas drogas (Bardo y Bevins, 2000) o la estimulacion eléctrica
de diversas estructuras (Garris et al., 1999) para activar el sistema dopaminérgico
mesolimbico, es dependiente de que la sustancia o la estimulacion sea administrada por el
experimentador o esté bajo el control operante del animal, de modo que sélo en el Gltimo
caso se produce un aumento en la liberacion de dopamina en el Nucleo Accumbens (Garris
et al., 1999; Bardo y Bevins, 2000). También a través de algunos estudios farmacologicos
se han disociado estos dos procesos de modo que, mientras la administracion de
antagonistas dopaminérgicos D, no afecta al condicionamiento de preferencia por un lugar

inducido por la administracion de cocaina (Cervo y Samanin, 1995; Baker et al., 1996),
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estos farmacos son efectivos cuando se trata de la conducta de autoadministracion de la

misma sustancia (Corrigall y Coen, 1991; Caine y Koob, 1994).

En cualquier caso, las preferencias o aversiones hacia un lugar inducidas por la
estimulacion eléctrica de la CI, sugieren que la informacion gustativa, visceral y
nociceptiva (Cechetto y Saper, 1987; Yamamoto et al., 1989; Kinomura et al., 1994;
Augustine, 1996; McDonald, 1998; Francis et al., 1999; Gautier et al., 1999; King et al.,
1999; Small et al.,1999; Peyron et al., 2000; Treede et al., 2000; Zhang y Openheimer,
2000; Sewards y Sewards, 2002; Dupont et al., 2003; Sewards, 2004...), que este area
cortical procesa, pudiera estar relacionada con los estados de recompensa o aversion que se
producen. Unos estados que, por otra parte, podrian ser asociados a estimulos
somatosensoriales (la textura del suelo), visuales (las paredes de las distintas zonas de los
laberintos), o espaciales, originando conductas de aproximacidon o evitacion hacia estos

estimulos.

En este sentido, diversos estudios anatdmicos, neurofisiologicos y conductuales han
demostrado la participacion de la CI en el procesamiento de la informacion
somatosensorial, tanto inocua como nociceptiva (Augustine, 1996; Chikama et al., 1997,
Hanamori et al., 1998; Ito, 1998; McDonald, 1998; Zhang et al., 1999; Peyron et al., 2000;
Treede et al., 2000; Zhang y Oppenheimer, 2000; Ogawa y Wang; 2002; Peyron et al.,
2002; Sewards y Sewards, 2002; Wise et al., 2002; Cobos et al., 2003; Dupont et al., 2003;
Inui et al., 2003...). También se ha implicado la Corteza Insular Posterior en tareas de
aprendizaje espacial (Bermudez-Rattoni et al., 1991; Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991;
Nerad et al., 1996). Concretamente, Nerad y colaboradores (1996) han comprobado que
lesiones de la Corteza Insular Posterior en ratas, bloquean el aprendizaje en una tarea de

localizacion espacial, cosa que no sucede cuando la lesion se localiza en la region anterior.

Por otra parte, existe abundante evidencia de que la Corteza Insular Posterior
participa en el procesamiento de la informacion gustativa. Asi, mediante técnicas
neurofisiologicas se ha demostrado la existencia de neuronas que responden al sabor en la
Insula Agranular (Hanamori et al., 1998; King et al., 1999; Ogawa y Wang, 2002), aunque
entremezcladas con otras células mecano y termo-receptivas (Norgen, 1995). De hecho,
algunos autores consideran que esta region podria actuar modulando el procesamiento de la
informacion gustativa que se produce principalmente en la CI Anterior (Ogawa y Wang,
2002). Concretamente, Sewards y Sewards han propuesto que, mientras la Corteza Insular

Anterior podria estar implicada en el procesamiento de la informacién sensorial de los
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estimulos, tanto gustativos como somatosensoriales, la representacion hedonica estaria
localizada en la CI Posterior (Sewards y Sewards, 2001; 2002; Sewards; 2004), en la cual
parece producirse una convergencia de la informacion sensorial y visceral (Hanamori et al.,
1998; Ogawa y Wang, 2002).

De acuerdo con lo descrito anteriormente, podria proponerse que la estimulacion de
la Corteza Insular Posterior podria haber activado alguno de los componentes neurales
implicados en el proceso de recompensa, provocando asi una clara preferencia por los
estimulos gustativos o somatosensoriales con los que ha sido asociada. Este aprendizaje
resultaria adaptativo para los animales puesto que les permitiria aproximarse o evitar

determinados estimulos, con independencia de sus cualidades sensoriales.

En cualquier caso, estos estudios no permiten concretar, la accion fisiologica
desencadenada por la estimulacion del Cortex Insular Posterior para inducir preferencias o
aversiones. Cabe la posibilidad de que la estimulacion haya podido actuar como sustituto
adecuado de algln estimulo visceral positivo o negativo, que permita el proceso asociativo
establecido durante el condicionamiento de preferencia por un lugar. En investigaciones
previas se ha comprobado que la estimulacién eléctrica de estructuras como el Area
Postrema, puede actuar como sustituto del estimulo visceral y/ o de sus consecuencias
motivacionales, en un paradigma de aprendizaje aversivo gustativo (Gallo et al., 1988;
Agiiero et al., 1993b), generando en los animales respuestas de rechazo hacia los estimulos

gustativos con los que fue asociada.

En efecto, la Corteza Insular ha sido implicada en el procesamiento de Ia
informacion visceral (Cechetto y Saper, 1987; Yamamoto et al., 1989; Chikama et al.,
1997; Hecht et al.,, 1999; King et al., 1999; De LaCalle y Saper, 2000; Zhang y
Oppenheimer, 2000; Dupont et al., 2003; Gabbott et al, 2003; Vertes, 2004), de modo que
por ejemplo, la activacion eléctrica del nervio Vago a nivel cervical (Ito, 1998) o la
estimulacion del esofago (Hecht et al., 1999), provoca una activacion de la CI, mientras
que, al revés, la estimulacion eléctrica de la CI provoca cambios en la amplitud de las

contracciones y del tono géstrico (Aleksandrov et al., 1996).

De acuerdo con estos resultados, nuestros datos podrian explicarse en el sentido de
que la estimulacion de la CI Posterior, ha podido activar algun sistema neural implicado en
el procesamiento de la informacion visceral positiva, el cual podria ser asociado con

determinados lugares del espacio, originando asi la preferencia hacia dicho lugar. De modo
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andlogo se ha comprobado que la asociacion de un estimulo gustativo concreto con
beneficios metabdlicos concretos puede generar una preferencia hacia dicho estimulo
gustativo (Puerto et al., 1976a, b; Puerto y Molina, 1977; Le Magnen, 1990).

Con respecto al grupo experimental “negativo”, en el que la estimulacion eléctrica
de la CI genera una tendencia a evitar zona asociada con la estimulacion, es probable que la
misma hipdtesis propuesta anteriormente pueda ser aplicable. Asi existe la posibilidad de
que la estimulacion eléctrica esté activando células que codifican informacion visceral
negativa (por ejemplo, relacionada con el dolor visceral), originando de esta manera,
sensaciones de malestar que harian que los animales prefieran el lugar asociado a la no
estimulacion. En este sentido, algunos datos disponibles relacionan a la Corteza Insular con
el procesamiento de la informacién somatosensorial y sobre todo, nociceptiva (Augustine,
1996; Peyron et al., 2000; Treede et al., 2000; Zhang y Oppeheimer, 2000; Dupont et al.,
2003).

000000000000 000000000

De acuerdo con los sistemas neuroquimicos existentes en la Corteza Insular, este
estudio se ha planteado si las preferencias por un lugar inducidas por la activacion de esta
region, pueden implicar la activacion de sistemas de recompensa de indole opidcea
(Mansour et al., 1994; Garcia et al., 1995; Burkey et al., 1996; Burkey et al., 1999; Paredes
et al., 2000).

Para comprobar esta hipotesis se llevo a cabo el experimento 5 (Capitulo IV) de
esta Tesis Doctoral, en el que se analiz6 el efecto de un antagonista opiaceo, la naloxona,
en el condicionamiento de preferencias por un lugar establecido mediante la estimulacion
eléctrica de la Corteza Insular Agranular Posterior. Los resultados obtenidos demuestran
que la administracion de naloxona bloquea el efecto reforzante de la estimulacion eléctrica
de la CI Posterior, impidiendo la adquisicion de las preferencias por un lugar cuando éste se
produce en un contexto (laberinto) nuevo, pero no cuando la naloxona se administra en el
mismo laberinto en el que inicialmente se establecieron las preferencias. En este ultimo
caso, los animales siguen eligiendo las zonas del laberinto en las cuales desarrollaron

inicialmente sus preferencias.
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Los datos obtenidos en este experimento podrian ser explicados a partir del hecho
de que la estimulacion eléctrica de la CI Agranular Posterior ha podido activar vias/ nucleos
de refuerzo o aversion mediadas por el sistema de opiaceos (Mansour et al., 1994; Garcia
et al., 1995; Svingos et al., 1995; Burkey et al. 1996; Burkey et al. 1999; Izenwasser et al.,
1999; Allen et al., 2003). En este sentido, se ha demostrado la presencia de numerosas
células en las areas corticales insular y parietal, que son marcadas por anticuerpos (c-Fos,
JunB) tras la administracion aguda de morfina tanto sistémica como local. Este efecto
puede ser bloqueado por la administracion de naltrexona o naloxona (Garcia et al., 1995;
Burkey et al., 1996). Mas aun, se ha comprobado que, la administracién de naloxona puede
provocar inmunorreactividad (c-Fos) en estructuras cerebrales tales como el Nucleo Central
de la Amigdala, la division Lateral del Nucleo Lecho de la Estria Terminal, el Nucleo
Paraventricular del Talamo y particularmente en la propia la Corteza Insular (Allen et al.,
2003).

Los resultados obtenidos tras la administracion de naloxona en el grupo “positivo”,
no parecen deberse a un déficit general en el proceso de adquisicion y asociacion entre los
estimulos, puesto que en el grupo de animales “negativo” el aprendizaje no resulta
afectado. Por otra parte, tampoco parece deberse a un efecto colateral aversivo o motor,
inducido por esta sustancia, ya que en el grupo “neutro” o “negativo” no se observa

ningun cambio conductual resefiable.

A nivel conductual, existen diversas investigaciones que han relacionado a la CI con
distintos efectos de los opidceos (Mackey et al., 1986; Zito et al., 1988; Burkey et al., 1996;
1999). Por ejemplo, Burkey y colaboradores (1996) demostraron la induccion de efectos
analgésicos tras la administracion de morfina en esta region, un efecto que era bloqueado
mediante naltrexona (un antagonista p opidceo). Este mismo estudio, pudo demostrar que la
administracion de morfina en la CI producia una reduccion significativa en el numero de
neuronas reactivas (c-Fos) al dolor en la médula espinal dorso-lumbar, un efecto que de

nuevo era bloqueado mediante la administracion de naltrexona en la CI.

Otros estudios han demostrado también, la activacion de la Corteza Insular en
respuesta a los estimulos térmicos dolorosos, asi como un descenso de dicha actividad tras
la administracion de agonistas de los receptores p opiaceos como el fentanilo o el
remifentanilo (Casey et al., 2000; Wise et al., 2002). Este efecto, similar al obtenido en el
Cortex Cingulado Anterior, es consistente con la presencia de receptores L opidceos en
estas estructuras (Jones et al., 1991, a; b). De acuerdo con estos datos, un estudio reciente
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ha demostrado que la administracion de remifentanilo provoca la activacion (registrada
mediante resonancia magnética funcional) de areas con receptores | opidceos como son la
Amigdala, el Cortex Cingulado Anterior, el Cortex Prefrontal, la Corteza Parietal Posterior
o la propia Corteza Insular (principalmente la porcion postero-superior) (Leppd et al.,
2006). En opinién de estos autores, es probable que la activacion registrada pueda deberse,
a la implicacion de estas estructuras en un circuito neural que module la experiencia

afectiva de los estimulos sensoriales (Leppa et al., 2006).

En esta misma linea podria citarse el estudio llevado a cabo por Duncan y
colaboradores (1998), en el que estos autores pudieron inducir analgesia en pacientes con
dolor neuropatico cronico, mediante la estimulacion eléctrica del Talamo somatosensorial
(Talamo Ventroposterior Lateral y Medial)). Este tratamiento provocaba un aumento del
flujo sanguineo cerebral (registrado con Tomografia por emision de Positrones) en la CI

rostral ipsilateral al lugar de la estimulacion.

De acuerdo con estos datos, existe la posibilidad de que los resultados obtenidos en
el grupo “positive” de nuestro estudio, puedan ser debidos a que la estimulacion eléctrica
de la CI Agranular Posterior ha podido activar los sistemas de opiaceos endégenos que,
tedricamente podrian actuar sobre el mismo sustrato neural que utiliza la morfina para
inducir diversos efectos positivos, por ejemplo analgésicos, recompensantes asi como sus
correspondientes estados de bienestar (van Ree et al., 1999; Paredes et al., 2000; van Ree et
al., 2000; Bodnar y Hadjimarkou, 2003), unos efectos que pueden ser disociados (Wilson et
al., 2000).

Efectos reforzantes mediados por los opiaceos de la CI, también se han logrado
después de aplicar estimulacion eléctrica convulsivante repetida (kindling) capaz de generar
preferencias por un lugar; un efecto que puede ser bloqueado mediante la administracion de
naloxona (Paredes et al., 2000). Estos resultados son compatibles a los obtenidos en el
presente experimento de esta Tesis Doctoral, aunque en nuestro caso ocurre en otra region
cerebral (zona Agranular) y utilizando pardmetros estimulares de rango fisioldgico (muy
lejos de originar descargas convulsivas), ademas de implicar procedimientos tipicos de
aprendizaje asociativo (Cubero y Puerto, 2000), en los cuales los estimulos externos son
relacionados con la estimulacion intracerebral recompensante (y no al revés como en el

caso del estudio de Paredes y colaboradores).
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Por otra parte, es probable que los resultados de aversion/ evitacion obtenidos en el
grupo “negativo” puedan ser explicados también a través de los sistemas opiaceos. Esta
propuesta explicaria el hecho de que la administracion de naloxona reduzca parcialmente el
efecto aversivo observado en el grupo “negativo”, puesto que esta sustancia es un
antagonista opiaceo no selectivo que produce un potente bloqueo del receptor p y un
antagonismo moderado sobre los receptores k y & (Pinazo, 1997). De hecho y con respecto
a los receptores opiaceos k (Burkey et al., 1996; Izenwasser et al., 1999), se ha comprobado
que la administracion de agonistas genera en seres humanos un efecto aversivo y acciones
psicotomiméticas (Izenwasser et al., 1999), asi como respuestas de aversion hacia un lugar
y gustativas en ratas (Mucha y Herz, 1985; Herz y Spanagel, 1995; Shippemberg y Elmer,
1998).

Efectos andlogos a la aversion hacia un lugar inducida por la administracion de
naloxona en el grupo “positivo” obtenida en la tercera fase de este experimento, se han
encontrado en otros estudios utilizando morfina (McDonald et al., 1997; Blokhina et al.,
2000; Parker et al., 2002). En estas investigaciones se ha demostrado que la administracion
de dosis bajas de naloxona en animales que previamente habian sido tratados con morfina
(aunque sea en una Unica administracion aguda), provoca un estado motivacional aversivo
parecido al sindrome de abstinencia agudo a los opiaceos precipitado por naloxona, y que
también es capaz de inducir aversiones condicionadas hacia distintos estimulos (gustativos
y ambientales/ espaciales) (Hand et al., 1988; McDonald et al., 1997; Blokhina et al., 2000;
Parker et al., 2002). También se ha demostrado que esta respuesta condicionada es
“dependiente del estado”, es decir, solo se manifiesta cuando las condiciones en las que se
reproduce son las mismas que las presentes durante la adquisicion del condicionamiento
(Bormann y Overton, 1996). Por tanto, aunque el sindrome de retirada a los opiaceos es una
experiencia aversiva, las asociaciones establecidas por este evento aversivo, pueden afectar
o no a la conducta futura en funcioén de los estimulos asociados al estado inducido por la
droga y que deberian estar presentes en el momento del aprendizaje (McDonald et al.,
1997).

En otro orden de cosas, conviene analizar la problematica del contexto en el
aprendizaje, una cuestion que también se ha puesto de manifiesto en este experimento. Los
resultados obtenidos en la Fase 2 de esta investigacion demuestran que si se utiliza el
mismo contexto en el que se adquirieron las preferencias por un lugar, la administracion de
naloxona no bloquea el comportamiento de preferencia. Al parecer, una vez que los

animales han aprendido que en un determinado espacio se produce un estado afectivo
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positivo, lo vuelven a elegir aunque ahora no obtengan el refuerzo correspondiente. De un
modo similar, estudios llevados a cabo con sustancias de abuso como la morfina, heroina o
cocaina, demuestran que los animales mantenian la respuesta conductual de aproximacion o
retirada ante estimulos asociados a la administracion de la droga, incluso durante largos
periodos de tiempo (hasta 12 semanas), y ello en ausencia de la droga (Contarino et al.,
1999; Mueller y Steward, 2000; Mueller et al., 2002; Shi et al, 2003). En otras palabras, los
estimulos contextuales asociados a las drogas de abuso, siguen promoviendo y dirigiendo la
conducta hacia la busqueda y consecucion de la droga, incluso en las situaciones en las que
no se obtienen sus efectos reforzantes (McFarland y Ettenberg 1998; Mueller y Steward,
2000; Mueller et al., 2002). Es probable que las claves espaciales hayan adquirido
propiedades de incentivo especialmente atractivas o “salientes” para los animales, que son
dificiles de eliminar a pesar del paso del tiempo (Mueller y Steward, 2000). En el caso de
que el condicionamiento espacial sea extinguido, es suficiente la administracion de una
unica dosis de morfina (priming), para reinstaurar la “saliencia” de incentivo de las claves
contextuales recuperando de nuevo la preferencia por un lugar (Mueller y Steward, 2000;
Mueller et al., 2002; Robinson y Berridge, 2003).

La disociacion entre el impacto hedonico que un estimulo puede provocar y la
atribucion de saliencia o de incentivo es controvertida. El hecho de que determinados
estimulos externos inicialmente neutros puedan convertirse, tras ser asociados a
consecuencias positivas, en estimulos especialmente atractivos hasta el punto de que motive
al sujeto para conseguirlos, estaria en la linea tedrica de autores, como Berridge y
colaboradores (Berridge y Robinson, 1998). Para estos investigadores los circuitos neurales
implicados en estos dos procesos estan fuertemente interrelacionados aunque no sean los
mismos (Berridge y Robinson, 1998). Consideran que existen distintos sistemas de
neurotransmision para cada uno de estos procesos, y concretamente relacionan al sistema
de opiaceos con el impacto hedonico de un estimulo mientras que la dopamina, seria el
sustrato del sistema de atribucion de incentivo (Treit y Berridge, 1990; Agmo et al., 1995;
Berridge y Robinson, 1998; McFarland y Ettenberg, 1998; 1999; Pecifia y Berridge, 2000;
Kelley y Berridge, 2002).

De acuerdo con la propuesta tedrica de estos autores, esta por determinar si en el
presente experimento la estimulacion eléctrica ha podido llevar a cabo una nueva atribucion
de incentivo, provocando un cambio en la valoracion que el animal hace de los estimulos y
todo ello provocado por el importante impacto hedonico de la estimulacion recompensante,

la cual finalmente conduce a manifestaciones de aproximacion o preferencia por un lugar.
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En cualquier caso, investigaciones recientes han demostrado que la CI desempefia
un papel fundamental en el procesamiento de la informacion afectiva o emocionalmente
“saliente” (Kiefer y Orr, 1992; DeCouteau et al., 1997; Balleine y Dickinson, 1998;
Schoenbaum et al., 1998; Gallagher et al., 1999; Ragozzino y Kesner, 1999; O 'Doherty et
al., 2003; Pizzagalli et al., 2003; Small et al., 2003; Wright et al., 2003; Phan et al., 2004),
por ejemplo durante la expresion facial o verbal de miedo (Shin et al., 2000; Wright et al.,
2003), de disgusto (Phillips et al., 1997), o al recordar situaciones que generan ansiedad
(Liotti et al., 2000) o tristeza (Lane et al., 1997), e incluso, a la hora de hacer valoraciones
hedonicas innatas o aprendidas de los estimulos gustativos (Yamamoto et al., 1989; Kiefer
y Orr, 1992; Phillips et al., 1997; Yamamoto et al., 1998; Cubero y Puerto, 2000). Con
respecto al ultimo caso, Kiefer y Orr (1992) demostraron a través de tareas de aprendizaje
aversivo gustativo, que los animales lesionados en la CI podian desarrollar aprendizajes de
evitacion conductual aunque, no mostraban (mediante el Test de reactividad orofacial de
Norgren) los cambios en el valor hedénico del estimulo gustativo (de positivo a negativo)
propio de este tipo de aprendizaje. Del mismo modo, un buen nimero de estudios ha
propuesto que la CI podria ser esencial a la hora de establecer el valor recompensante de los
alimentos (DeCouteau et al., 1997; Balleine y Dickinson, 1998, 2000; Beninger y Miller,
1998; Ragozzino y Kesner, 1999), y asi, tras su lesion se produce un importante deterioro
en el recuerdo de la magnitud del valor reforzante de la comida. Como consecuencia de
ello, los animales no adoptan conductas apropiadas para compensar la devaluacion de la
recompensa (DeCouteau et al., 1997; Balleine y Dickinson, 1998, 2000; Ragozzino y
Kesner, 1999).

Estas modalidades de procesos adquisitivos parecen ir mas alla de una mera
representacion de mecanismos asociativos o de una simple correlacion entre dos eventos, o
en otras palabras, de que la presencia de un estimulo suponga la aparicion de un evento
reforzante, con el cual ha sido previamente asociado. Se ha propuesto que el aprendizaje de
incentivo, implicaria la adquisicion de una representacion cognitiva de la recompensa o del
estimulo reforzante y su relacion con distintas alternativas de respuesta, estableciendo asi
un conocimiento explicito de la relacion entre la conducta y sus consecuencias y
permitiendo que el sujeto pueda hacer inferencias sobre eventos que aun no han ocurrido
(Balleine y Dickinson, 1998). En este contexto se considera que el sistema de
neurotransmision implicado en la adquisicion de esta capacidad predictiva o de anticipacion
ante estimulos aversivos o apetitivos, seria el sistema dopaminérgico mesolimbico
(Accumbens), el cual estaria implicado en facilitar respuestas de aproximacion ‘flexibles’

ante la presencia de estimulos atractivos o ‘salientes’ (Ikemoto y Panksepp, 1999).
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Finalmente, el uso de técnicas de neuro-imagen ha confirmado la participacion de la
CI en tareas que implican anticipacion o expectativa de un futuro refuerzo o castigo
(Schoenbaum et al., 1998; Kirsch et al., 2003), asi como en situaciones que incluyen
refuerzos sensoriales, verbales o econémicos y que suponen cambios en la magnitud del
refuerzo o del castigo esperado (Elliot et al., 2000; Gottfried et al., 2003; O'Doherty et al.,
2003; Ullsperger y von Cramon, 2003).

0000000000000 00000000

Para evaluar algunas de las caracteristicas reforzantes de la estimulacion eléctrica de
la Corteza Insular Agranular Posterior, en el Experimento 6 (Capitulo V) de esta Tesis
Doctoral, se utiliz6 una tarea de aprendizaje de preferencias gustativas con contigiiidad
inter-estimular, que los animales pudieron aprender. Sin embargo, dadas las caracteristicas
procedimentales de la prueba (en contigiiidad pero secuencial), existe la probabilidad de
que los animales hayan podido aprender la tarea segin criterios implicitos

(condicionamiento) o explicitos (cognitivos/ relacionales) (Reber et al., 1996).

Para examinar estas alternativas se realizé una prueba de flexibilidad en la cual los
animales fueron sometidos a un Test de Inversion (Reber et al., 1996). En esta prueba las
condiciones experimentales (posicion izquierda-derecha de las buretas), son modificadas
con respecto a las establecidas durante el periodo de adquisicion, lo cual permite determinar
si los animales han aprendido de forma explicita, adaptando asi su conducta para obtener
refuerzo a los nuevos requerimientos de la tarea (Petri y Mishkin, 1994; Reber et al., 1996;
Mediavilla et al., 2001; Eichenbaum, 2002). Los resultados de este test indican que en estas
circunstancias los animales no pudieron transferir y usar de forma flexible la informacion

previa para dirigir su conducta de manera apropiada.

Sin embargo, una mayoria de los datos disponibles consideran a la Corteza Insular
como sustrato de aprendizaje explicito (Yasoshima y Yamamoto et al., 1998; Cubero y
Puerto, 2000; Gorno-Tempini et al., 2001; Huettel y McCarthy, 2004), particularmente en
lo referente a una de las caracteristicas mencionadas, la flexibilidad (Petri y Mishkin, 1994;
Reber et al., 1996). Concretamente, algunos estudios con resonancia magnética funcional

han puesto de manifiesto un aumento en la actividad de la CI en situaciones que requieren
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notables cambios en la estrategia de respuesta para adaptar la conducta humana a las

modificaciones introducidas en las demandas de la tarea (Huettel y McCarthy, 2004).

Igualmente, estudios conductuales llevados a cabo en nuestro laboratorio han
demostrado que la estimulacion eléctrica del Cortex Insular Posterior induce una clara
preferencia por los estimulos gustativos novedosos con los que ha sido asociada, en una
tarea de aprendizaje gustativo de tipo secuencial demorado (Cubero y Puerto, 2000)
mientras que las lesiones de esta region no impiden la adquisicion del aprendizaje aversivo
gustativo concurrente (Cubero, 1995). En este sentido, otras investigaciones realizadas por
nuestro Grupo de Investigacion han demostrado que solo aquellos animales que aprenden
mediante un procedimiento demorado (o a largo plazo), pueden transferir ese aprendizaje a
nuevas situaciones en las que han cambiado las condiciones experimentales, es decir en un
Test de Inversion, mostrando asi una manifestacion conductual de adquisicion flexible
(Petri y Mishkin, 1994; Reber et al., 1996; Mediavilla et al., 2001; Eichenbaum, 2002). Por
el contrario, los animales en los que el procedimiento de adquisicidon es concurrente son
incapaces de realizar correctamente el Test de Inversion, sin discriminar entre los dos

estimulos gustativos y alternando entre ellos (Mediavilla et al., 2001a).

Sin embargo, los resultados negativos obtenidos en el Test de Inversion del presente
estudio, sugieren que el aprendizaje de preferencias establecido es poco flexible. Estos
resultados podrian explicarse en funcion de que el aprendizaje obtenido fue débil y también
de acuerdo con el procedimiento experimental utilizado para establecer el aprendizaje. En
este ultimo sentido, Mishkin y colaboradores han propuesto que “lo que se aprende depende
de como se aprende” es decir que si la informacion ha sido procesada y adquirida siguiendo
un aprendizaje asociativo implicito, el acceso posterior a dicha informacion, dependeria de
la presencia de unas condiciones similares a las establecidas durante el aprendizaje (Petri y
Mishkin, 1994). De acuerdo con esto, los resultados obtenidos en el Test de Inversion son
los que cabria esperar. Por el contrario, si el procedimiento experimental utilizado permite a
los animales la adquisicion de una representacion cognitiva del estimulo reforzante y su
relacion con las distintas alternativas de respuesta, estableciendo asi un conocimiento
explicito de la relacion entre la conducta y sus consecuencias, esta modalidad adquisitiva
permitirda una mayor flexibilidad al sujeto para transferir el conocimiento a nuevas
situaciones estimulares, permitiéndole asi hacer inferencias sobre eventos futuros (Petri y
Mishkin, 1994).
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Inicialmente también debe tenerse en cuenta que en este experimento concreto, el
aprendizaje de preferencias establecido resultd débil y por ello es posible que los animales
hayan tenido una mayor dificultad para transferirlo a las nuevas contingencias
experimentales. Sin embargo, al intentar potenciar este aprendizaje, aumentando el nimero
de ensayos de condicionamiento (dos sesiones mas), se obtuvo una disminucion en las
preferencias establecidas. Curiosamente, estos resultados no se producen, por ejemplo, en
las tareas instrumentales de refuerzo mediante autoestimulacion intracerebral, en las cuales,
los animales mantienen su capacidad de autoestimulacion a lo largo del tiempo (horas,
dias), sin que se produzca una reduccion en la respuesta (Miliaressis et al., 1986; Bozarth,
1994).

El hecho de que los animales se encuentren en un estado de privacion de refuerzo (o
abstinencia) provocado por la ausencia de la estimulacion eléctrica y ello después de la
activacion repetida de esta estructura, puede ser determinante. En este sentido y en ausencia
de morfina, se ha comprobado que la abstinencia provocada (por el efecto de tolerancia que
se produce) tras la administracion repetida de esta droga de abuso, puede provocar un
descenso en la ingesta asi como en la preferencia mostrada por una solucién apetitosa con

la que es asociada (Lieblich et al., 1991).

En la Fase 3 de este experimento, se ha examinado la posible presencia de algunas
de las manifestaciones comportamentales caracteristicas de la abstinencia espontanea
provocada por la ausencia de estimulacion reforzante. Especificamente, el analisis se ha
centrado en los cambios observados en la conducta exploratoria de los animales, a través de
dos indices: la respuesta locomotora horizontal (contabilizando el nimero de cruces que
realiza el animal al pasar de una zona a otra del laberinto) (Balcells-Olivero y Vecina,
1997; Bell et al., 1997; Hamamura et al., 1997; Tzschentke y Schmidt, 1999; Chefer et al.,
2000; Bradley y Meisel, 2001; Vigano et al., 2003); y la respuesta locomotora vertical o
numero de respuestas de alzada/ “rearings” (Balcells-Olivero y Vecina, 1997; Hamamura et
al., 1997; Tzschentke y Schmidt, 1999; Chefer et al., 2000; Roitman et al., 2002; Vigano et
al., 2003).

Los resultados obtenidos muestran un aumento significativo en la actividad
exploratoria de los animales tratados con estimulacion eléctrica reforzante. Este incremento
en la actividad se manifiesta concretamente, en la actividad locomotora vertical /o
“rearings” pero sin afectar a la actividad locomotora horizontal (nimero de cruces que se

producen al pasar de una zona a otra del laberinto).
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Como se sefalaba mas arriba, estas dos conductas exploratorias (actividad
horizontal y vertical) han sido consideradas como respuestas relacionadas con la
administracion de sustancias de abuso. Sin embargo, estas manifestaciones
comportamentales han sido disociadas en funcion de los efectos que los farmacos opidceos
ejercen sobre ellas. Asi, investigaciones llevadas a cabo mediante la administracion de
anfetaminas, sustancias cuya administracion provoca un aumento en la respuesta
locomotora horizontal y vertical, demuestran que la administracion de naltrexona
(antagonista opiaceo), bloquea exclusivamente el incremento en el nimero de respuestas de
alzada /“rearings” sin afectar a la respuesta horizontal de locomocion (Balcells-Olivero y
Vecina, 1997). Este hecho sugiere que las respuestas de alzada/ “rearings” provocados por
la administracion de anfetaminas estan mediados por mecanismos opiaceos (Balcells-
Olivero y Vecina, 1997). Estos resultados sugieren, en nuestro caso, una posible
implicacion opiacea en los datos obtenidos mediante la estimulacion eléctrica de la Corteza

Insular.

Sin embargo, los resultados de nuestro experimento también pueden ser explicados
en términos de sensibilizacion conductual. Distintas investigaciones han demostrado que la
administracion discontinua de sustancias de abuso como los opidceos, la cocaina o las
anfetaminas puede provocar un aumento en la sensibilidad hacia los efectos de la droga, y
que pueden manifestarse en forma de activacion locomotora o alteraciones en el refuerzo
(Hamamura et al., 1997; Pierce y Kalivas, 1997; Mao, 1999; Tzschentke y Schmidt, 1999;
Chefer et al., 2000; Wyvell y Berridge, 2001; Drouin et al., 2002; Everitt y Wolf, 2002;
Fernandez-Espejo, 2002; Avena y Hoebel, 2003; Vigano et al., 2003; Yoo et al., 2003;
Robinson y Kolb, 2004; Koob y Le Moal, 2006). Se ha propuesto que estos efectos serian
el reflejo de cambios estructurales y morfologicos que la administracion intermitente de las
drogas provocan en el Sistema Nervioso Central, y mas concretamente, en los sistemas
cerebrales relacionados con la recompensa (Pierce y Kalivas, 1997; Robinson y Kolb, 1997,
1999; Berridge y Robinson, 1998; Berke y Hyman, 2000; Robinson y Berridge, 2000;
Everitt et al., 2001; Hyman y Malenka, 2001; Shippenberg et al., 2001; Everitt y Wolf,
2002; Fernandez-Espejo, 2002; Robinson et al., 2002; Bonci et al., 2003; Robinson y
Berridge, 2003).

Igualmente, investigaciones recientes han puesto de manifiesto cémo algunos
estados motivacionales que elicitan las conductas propias del repertorio conductual natural
de los animales (la conducta sexual, conductas por déficit de sodio o la propia privacion de

comida), pueden provocar también una sensibilizacion neuronal en las vias dopaminérgicas
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mesolimbicas (Bradley y Meisel, 2001), o cambios morfolégicos en la neuronas del NAcc
similares a las observadas tras la administracion de drogas psicoactivas como las
anfetaminas (Roitman et al., 2002). A nivel conductual, este efecto neurobiologico se ve
reflejado en un aumento (o sensibilizacion de la respuesta) tanto de la conducta motivada
natural (aumento de la respuesta sexual) (Bradley y Meisel, 2001) como de la respuesta
locomotora provocada por la administracion de estimulantes psicomotores como las
anfetaminas o la cocaina (tolerancia cruzada) (Bell et al., 1997; Bradley y Meisel, 2001,
Roitman et al., 2002).

De acuerdo con estos resultados, es probable que la estimulacion eléctrica de la CI
haya podido actuar sobre sistemas opiaceos endogenos, de modo que la activacion repetida
(de forma intermitente) de esta estructura podria haber inducido una sensibilizacion en el
circuito cerebral implicado en la recompensa, resultando de todo ello, un aumento en la
conducta locomotora de estos animales. Este efecto suele verse incrementado cuando los
animales son situados en presencia de claves contextuales que previamente habian estado
asociadas a la activacion de esta estructura, de modo que ahora la expresion conductual del
proceso de sensibilizacion puede ser modulada por procesos de aprendizaje asociativo
(Anagnostaras y Robinson, 1996; Berke y Hyman, 2000; Robinson y Berridge, 2003;
Robinson y Kolb, 2004).

Por ultimo, y como se menciona anteriormente, el sindrome de abstinencia también
puede ser provocado cuando los animales o los humanos tratados con opiaceos reciben la
administracion de un antagonista opidceo (Mucha et al., 1982; McDonald et al., 1997;
Tzschentke, 1998; Stinus et al., 2000; Lowe et al., 2002; Parker et al., 2002). Esta
modalidad de induccion ha sido denominada abstinencia precipitada (Parker et al., 2002), y
constituye un procedimiento util para provocar y analizar experimentalmente no solo los
signos somaticos propios de la abstinencia (como diarrea, rinorrea, rechinar de los dientes,
temblores, pérdida de peso, etc), sino también las propiedades motivacionales aversivas que
de ésta se derivan (como cambios en la conducta exploratoria, tendencia a conductas de
escape, aumento en el numero de “rearings” o actividad locomotora vertical, posturas
anormales y sacudidas del lomo) (Mucha et al., 1982; Mucha, 1987; Hand et al., 1988;
Koob et al., 1993; McDonald et al., 1997; Kreek y Koob, 1998; Liu et al., 1999; Tzchentke
y Schmidt, 1999; Berke y Hyman, 2000; Stinus et al., 2000; Gracy et al., 2001; Hamlin et
al., 2001; Narita el al., 2001; Parker et al., 2002; Sinchaisuk et al., 2002; Le Guen et al.,
2003; Zhou et al., 2003).
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Los resultados obtenidos en la Ultima fase de este experimento muestran que la
administracion de naloxona, en animales que habian sido expuestos de forma repetida a la
estimulacion eléctrica de la CI Agranular Posterior, provoca un estado motivacional
aversivo capaz de inducir evitacion o aversion hacia las claves espaciales que previamente
habian sido preferidas y con las que ahora habia sido asociada. Estos resultados son muy
similares a los observados en distintas investigaciones en las que, el sindrome de
abstinencia es precipitado en ratas dependientes de la morfina, generando sistematicamente
un estado motivacional aversivo que provoca la evitacion o aversion hacia los estimulos, ya
sean gustativos o espaciales, con los que habia sido asociada (Hand et al., 1988; McDonald
et al., 1997; Stinus et al., 2000; Gracy et al., 2001; Parker et al., 2002). Igualmente
mediante técnicas de neuro-imagen (resonancia magnética funcional) y c-fos se ha
demostrado la implicaciéon de la CI en la abstinencia opiacea “precipitada”. Asi, la
administracion de naloxona en ratas pretratadas con morfina provoca a nivel conductual,
los sintomas propios del sindrome de abstinencia a los opidceos, mientras que a nivel neural
genera la activacion de distintas estructuras entre las que se encuentra la Corteza Insular,
ademas de otras (Erdtmann-Vourliotis et al., 1998; Georges et al., 2000; Lowe et al., 2002).

En esta linea, algunos estudios farmacoldgicos han llegado a la conclusion de que la
dopamina puede desempenar un papel fundamental en el desarrollo del sindrome de
abstinencia (Bechara et al., 1998; Tzschentke, 2001; De Vries y Shippenberg, 2002; Devoto
et al., 2002; Fernadndez-Espejo, 2002). Asi, por ejemplo, durante el sindrome agudo de
abstinencia se ha detectado un aumento en los niveles de dopamina de la Corteza Prefrontal
junto con un marcado descenso en la liberacion de este neurotransmisor en el Nucleo
Accumbens (Tzschentke, 2001; Devoto et al., 2002; Fernandez-Espejo, 2002). Estas
alteraciones en la neurotransmision dopaminérgica han sido relacionadas directamente con
los sintomas de disforia emocional y anhedonia observados durante la abstinencia (Nestler,
2001; De Vries y Shippenberg, 2002; Fernadndez-Espejo, 2002). Aunque, como se ha
mencionado anteriormente, los sintomas somaticos y conductuales son caracteristicos de la
abstinencia opiacea, ambos pueden ser disociados (Mucha, 1987; Stinus et al., 1990;
Bechara et al., 1995). Asi, la administracion de antagonistas dopaminérgicos en animales
dependientes de la morfina puede provocar los signos somaticos caracteristicos del
sindrome de abstinencia, al tiempo que elimina los sintomas afectivos/ motivacionales

aversivos derivados de la abstinencia opiacea (Bechara et al., 1998; Laviolette et al., 2002).

En otros estudios llevados a cabo por estos y otros autores se sugiere que, el sustrato

neuroanatomico que sustenta los efectos motivacionales aversivos inducidos por el
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sindrome de abstinencia en ratas adictas y los provocados por la administracion aguda de
morfina, podria ser el mismo (Bechara el al., 1993; Nader et al., 1996, Bechara et al., 1998;
De Vries y Shippenberg, 2002). De acuerdo con los resultados aportados la informacion de
las propiedades aversivas derivadas de la administracion aguda de morfina seria transmitida
a través del nervio Vago (Bechara y van der Kooy, 1985; 1987) hacia regiones no
determinadas del Complejo Parabraquial Lateral (Bechara et al., 1993) y posteriormente,
mediante vias aferentes dopaminérgicas meso-corticales, a la region Insular Agranular
(Mackey et al., 1986; Zito et al., 1988). En este sentido se ha demostrado que, las lesiones
bilaterales del Complejo Parabraquial Lateral o de la Corteza Insular Agranular, eliminan la
adquisicion de las aversiones gustativas inducidas por la administraciéon de morfina pero no
las provocadas por el cloruro de litio (Mackey et al., 1986; Zito et al., 1988; Bechara et al.,
1993).

Todos estos datos, y también los resultados obtenidos en este experimento,
apoyarian que los efectos motivacionales aversivos provocados por la administracion de
opiaceos y los inducidos por el sindrome de abstinencia en ratas adictas podrian utilizar un
sustrato neurobioldgico especifico (Bechara el al., 1993; Nader et al., 1996; Bechara et al.,
1998; De Vries y Shippenberg, 2002), en el cual la Corteza Insular Agranular parece

desempefiar un papel final fundamental.

En conclusion, los resultados obtenidos en este capitulo muestran que la
estimulacion eléctrica de la Corteza Insular Agranular induce un efecto reforzante en
distintas tareas de aprendizaje (gustativa y espacial). Sin embargo, este efecto puede
reducirse tras la estimulacion repetida de esta area cortical y que se refleja
comportamentalmente en un aumento en la actividad vertical/ “rearings” de los animales,
caracteristico de la sensibilizacion y/ o del sindrome de abstinencia opidcea. Asimismo, la
administracion de un antagonista opiaceo (naloxona) a este mismo grupo de animales
(abstinencia precipitada), genera un estado motivacional aversivo que se manifiesta por un
rechazo o aversion hacia el lugar con el que previamente habia sido asociado la
estimulacion. Estos resultados podrian estar relacionados y son compatibles, con el efecto y
las consecuencias derivadas de la administracion de manera repetida de algunas sustancias

de abuso.

C000000000000000000000
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En el séptimo y ultimo experimento (Capitulo VI) de esta Tesis Doctoral, se
procedio a la estimulacion eléctrica repetida de la Corteza Insular Agranular Posterior en
una tarea de CPPc. A fin de determinar la relevancia que el nimero de sesiones con
estimulacion puede ejercer sobre las preferencias por un lugar, uno de los grupos

experimentales utilizados recibi6 el doble de ensayos de activacion eléctrica que el otro.

Los resultados obtenidos muestran una vez mas que, la estimulacion eléctrica de la
Corteza Insular induce preferencias por un lugar aunque este efecto reforzante puede
modificarse en funcion del nimero de ensayos con estimulacion de la Corteza Insular.
Concretamente, cuando la activacion de esta region se lleva a cabo diariamente, se
produce un descenso progresivo en el efecto reforzante de la estimulacion, que se
manifiesta a nivel conductual por el hecho de que los animales van reduciendo
progresivamente el tiempo de permanencia en la zona estimulada. Por el contrario, cuando
la estimulacion de la Corteza Insular se lleva a cabo solo en dias alternos, reduciendo por
tanto el nimero de ensayos con estimulacion, los animales siguen mostrando una

consistente preferencia por el lugar estimulado.

Esta disminucion en el efecto reforzante de la estimulacion eléctrica no es
irreversible puesto que, como se muestra en la ultima fase de este experimento, un
incremento del 15 % en la intensidad de la corriente administrada, es suficiente para que los

animales vuelvan a mostrar sus preferencias por el lugar estimulado.

Esta reduccion en la eficacia de la estimulacion eléctrica reforzante no se produce
nunca en el caso de la autoestimulacion eléctrica intracerebral, en la cual es habitual la
persistencia por parte del animal para auto-administrarse la estimulacion eléctrica
reforzante sin que se observen cambios en su capacidad recompensante (no se observa un
desplazamiento de la curva de ejecucion del animal hacia la derecha) (Miliaressis et al.,
1986; Wise y Rompré, 1989; Bozarth, 1994). Este hecho junto con la ausencia de conductas
de autoestimulacion intracerebral inducidas por la estimulacion eléctrica de la CI Agranular
Posterior obtenida en los experimentos 4 y 5 de esta Tesis Doctoral, y en otros estudios
llevados a cabo en nuestro laboratorio (Cubero y Puerto, 2000), sugiere que el efecto
reforzante inducido mediante la activacion de esta region posee unas caracteristicas
aparentemente diferentes a las propias de la activacion de un circuito de refuerzo general

que sustenta conductas de autoestimulacion (McGregor y Atrens, 1991).
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Sin embargo, los resultados obtenidos en este ultimo experimento son compatibles y
muy similares a los datos aportados por otras investigaciones en las que se ha mostrado
que, la administracion repetida de algunas sustancias de abuso como la morfina o los
psicoestimulantes, puede provocar tolerancia en algunos de los efectos inducidos por estas
sustancias, entre ellos la analgesia y /o refuerzo, o la dependencia fisica que se manifiesta a
través de los sintomas tipicos del sindrome de retirada (Lieblich et al., 1991; Bakshi y
Kelley, 1994; Herz y Spanagel, 1995; Bell et al., 1997; Hamamura et al., 1997; Bernstein y
Welch, 1998; Mao, 1999; van Ree et al., 1999; Mitchell et al., 2000; Drouin et al., 2002;
Everitt et al., 2001; Narita et al., 2001; Taylor y Fleming, 2001; De Vries y Shippenberg,
2002; Avena y Hoebel, 2003; Bodnar y Hadjimarkou, 2003; Gerrits et al., 2003; Sun y
Dalman, 2003; Vigano et al., 2003; Koob y Le Moal, 2006).

Estas manifestaciones conductuales resultantes de la exposicion repetida a las
drogas se deben una vez mas o al menos en parte, a los cambios morfoldgicos, estructurales
y funcionales que se producen en distintas regiones cerebrales (principalmente limbicas y
prefrontales) y que permiten mantener el equilibrio homeostético reduciendo asi los efectos
negativos generados por estas sustancias (tolerancia) (Koob et al., 1993; Sim et al., 1996;
Sklair-Tavron et al., 1996; Bernstein y Welch, 1998; Robinson y Kolb, 1999a, b; Everitt et
al., 2001; Kreek, 2001; Shippenberg et al., 2001; Taylor y Fleming, 2001; Weiss et al.,
2001; Fernandez-Espejo, 2002; Franklin et al., 2002; Bodnar y Hadjimarkou, 2003; Bonci
et al., 2003; Spiga et al., 2003; Lyoo et al., 2006). Un proceso de neuro-adaptacion
biologica similar al descrito para las drogas de abuso podria explicar los resultados
obtenidos en la ultima fase de este experimento, y en el que ademas se pudo comprobar que
un aumento en la intensidad de la estimulacion eléctrica administrada permite recuperar el

efecto de preferencia por el lugar inicial.

También mediante técnicas de imagen cerebral y auto-radiograficas se ha podido
comprobar un descenso en la concentracion y en la densidad de la materia gris del Cortex
Prefrontal, Temporal e Insular en pacientes dependientes de los opiaceos (Lyoo et al., 2006)
o de la cocaina (Franklin et al., 2002). En éstas ultimas personas, se produce también un
incremento en la densidad del transportador de la serotonina en areas como el Estriado, el
Nucleo Accumbens, los giros Orbitofrontal y Cingulado, asi como en la porcion Anterior
de la Corteza Insular (Mash et al., 2000).

Mas aun, los resultados de investigaciones con animales también han demostrado

que la exposicion repetida a distintas sustancias de abuso como los psicoestimulantes
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(cocaina, anfetaminas, nicotina) o los narcoticos como la morfina, provocan cambios
morfologicos y estructurales en algunas regiones cerebrales tales como el ATV, Nucleo
Accumbens, el Hipocampo, el Cortex Prefrontal, y la propia Corteza Insular Agranular
(Sklair-Tavron et al., 1996; Robinson y Kolb, 1999a, b; Spiga et al., 2003). Algunas de
estas modificaciones estructurales estan relacionadas con el nimero de receptores, de modo
que, por ejemplo, la administracion repetida de morfina, da lugar a un descenso en el
niumero de receptores opidceos p Tronco-Encefalicos (Bernstein y Welch, 1998). Con
respecto a otros cambios en la plasticidad neural, se ha demostrado que, en general, la
exposicion repetida a los psicoestimulantes provoca un incremento de las espinas
dendriticas en el Nucleo Accumbens y el Cortex Prefrontal Medial (Robinson y Kolb,
1999a), mientras que en el caso de la morfina, se observa una disminucion en la densidad
de éstas en ambas regiones (Robinson y Kolb, 1999b). Dentro de la Corteza Insular
Agranular también se han detectado cambios en la morfologia dendritica, aunque en este
caso, en la direccion opuesta. Concretamente se ha comprobado que la auto-administracion
de anfetaminas por parte de los animales, provoca una disminucion en la densidad de las
espinas dendriticas de esta region, mientras la administracion de morfina, genera un
aumento en la densidad y en las arborizaciones dendriticas (para una revision ver Robinson
y Kolb, 2004). Asi pues, se podria proponer que la estimulacion repetida de la CI ha podido
provocar efectos plasticos en de una de las regiones implicadas en el efecto reforzante que
ejercen algunas sustancias de abuso asi como en los efectos derivados de su consumo

reiterado.

La gran abundancia de receptores opiaceos localizados en la Corteza Insular
(Mansour et al., 1994; Garcia et al., 1995; Svingos et al., 1995; Burkey et al. 1996; Burkey
et al., 1999; Izenwasser et al., 1999; Allen et al., 2003) permite proponer que, el efecto
reforzante de la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular, bloqueado por naloxona, asi
como el efecto de tolerancia, podria estar mediado por el sistema de opiaceos enddgenos.
Esta propuesta es compatible ademés con el hecho de que los animales de laboratorio
desarrollen conductas de auto-administracion de opidceos endogenos y de que este sistema
suela desempefiar un papel fundamental en las propiedades reforzantes asi como en la
capacidad de inducir dependencia que caracteriza a los opiaceos y a otras drogas de abuso
(van Ree et al., 2000; Shippenberg et al, 2001; Gerrits, et al., 2003; von Zastrow y Evans,
2006).

Un factor crucial en el desarrollo de la tolerancia es el contexto (Poulos y Cappell,
1991; Siegel et al., 2000; Vetulani, 2001; Schroeder y Kelley, 2002; Siegel y Ramos,
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2002). Numerosos estudios han demostrado que la tolerancia generada por diferentes
sustancias de abuso como la morfina (Mitchell et al., 2000; Siegel et al., 2000; Siegel y
Ramos, 2002), las anfetaminas o el etanol entre otros (para una revision ver Poulos y
Cappell, 1991; Vetulani, 2001), depende en gran medida del aprendizaje que se establece
entre los estimulos presentes en el entorno o contexto y la administracion de la droga, hasta
tal punto que un cambio del entorno puede ser suficiente para eliminar la tolerancia. Sin
embargo, este no ha sido el caso de los resultados obtenidos en el presente experimento, ya
que la estimulacion repetida de la Corteza Insular se produce siempre en presencia de las
mismas claves contextuales, lo cual no impide un descenso en la preferencia por el lugar

mostrada por los animales.

Por otra parte, se ha demostrado que la Corteza Insular podria desempefiar un papel
importante en el proceso de asociacion que se produce entre el contexto y los reforzadores,
tanto naturales como artificiales (Schroeder et al., 2001; Schroeder y Kelley, 2002; Volkow
et al., 2006). Asi, algunos estudios han demostrado una activacion de la Corteza Insular
Agranular, junto a otras estructuras del sistema de recompensa cerebral, ante la presencia
de claves o estimulos que anticipan una recompensa (Schoenbaum et al., 1998; Elliot et al.,
2000; Kirsch et al., 2003). Es mas, estas areas junto con la CI Agranular parecen ser
sensibles al valor de la recompensa (Gallagher et al., 1999; Elliot et al., 2000; Gottfried et
al., 2003; Kirsch et al., 2003; O’'Doherty et al. 2003). Concretamente, Kirsch y
colaboradores (2003) han demostrado una mayor activacion del sistema de recompensa
cerebral y de la Insula ante la anticipacion de una recompensa atractiva, por ejemplo

monetaria, que en el caso de un refuerzo verbal positivo (Kirsch et al., 2003).

Ademas, otras investigaciones, han puesto de manifiesto que la presencia de claves
contextuales relacionadas con la administracion de drogas de abuso, en sujetos adictos a los
opiaceos, la cocaina o el alcohol, puede desencadenar sintomas similares a los observados
durante el sindrome de abstinencia propiamente dicho, asi como un gran deseo o ansia
(“cravings”) por consumir la droga (Childress et al., 1999; Cardinal et al., 2002). Una de las
regiones cerebrales mas implicadas en el desarrollo de este efecto es la Corteza Insular. En
este sentido Schroeder y Kelley, comprobaron que la mera presencia de los indices
contextuales asociados al efecto de sustancias como la morfina o la nicotina, provocan una
actividad (c-Fos) en regiones cerebrales como el Sistema Limbico, el Cortex Prefrontal y la
Corteza Insular Agranular (Schroeder et al., 2000; Schroeder et al., 2001; Schroeder y
Kelley, 2002). Esta activacion neural estaba asociada a la presencia del contexto especifico

donde se administraron las drogas, ya que en un contexto alternativo, no se producia la
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mencionada activacion (Schroeder et al., 2001; Schroeder y Kelley, 2002). Estos autores
concluyen que existe una gran similitud entre estas areas y las estructuras que se activan
ante la presencia de estimulos condicionados a un reforzador natural como es el chocolate
(Schroeder et al., 2001).

Mas aun, estudios llevados a cabo en personas dependientes de sustancias de abuso
como la heroina o la cocaina, han demostrado un aumento en el metabolismo de la CI
cuando éstos mantenian una conversacion relacionada con el consumo de la droga (Wang et
al., 1999), cuando veian una pelicula con elementos relacionados con su consumo (Garavan
et al.,, 2000) o cuando informaban del “ansia/ necesidad por consumir” (craving) dichas
sustancias (Wang et al., 1999; Garavan et al., 2000; Sell et al., 2000; Bonson et al., 2002;
Kilts et al., 2004). En un estudio llevado a cabo por Wang y colaboradores (1999), se
comprob6 una activacion asimétrica de la Corteza Insular segin los requerimientos de la
tarea planteada a los sujetos. Asi, se demostrd6 que cuando los sujetos mantenian una
conversacion relacionada con el consumo de la droga, se producia una activacion de la
Insula izquierda, hecho que estos autores interpretaron supuestamente como una activacion
de la memoria procedimental; mientras que en aquellos sujetos en los que la tarea les
provocaba la necesidad o urgencia por consumir la droga, se producia una activacion de la
Insula derecha, que fue interpretado como una potencial activacion de la memoria afectiva

0 emocional.

En apoyo de la posible implicacion de la Corteza Insular en la necesidad o ansia por
consumir sustancias de abuso, deben incluirse varios estudios recientes. Por ejemplo,
Bechara y su grupo (2007) han demostrado que en pacientes fumadores con lesiones de la
Insula, se elimina el ansia o necesidad de fumar que se produce cuando encuentran en un
periodo de deshabituacion, hecho que favorece la desintoxicacion sin que se produzcan
recaidas. De hecho, algunos de los pacientes con dafio en la {nsula manifiestan que han
dejado de fumar porque su cuerpo “se ha olvidado de la necesidad de fumar” (Naqvi et al.,
2007).

Algunos investigadores consideran que la Corteza Insular puede desempeiiar un
papel fundamental en la intensa respuesta autonémica que se produce, tras el consumo de
una droga y ante los estimulos relacionados con ésta (Volkow et al., 2006). Este hecho,
puede ser debido probablemente, a que esta region desempena un papel fundamental en el
procesamiento de la informacion visceral y en el control de las funciones autondémicas
(Cechetto y Saper, 1987; Butcher y Cechetto, 1995; Zhang y Oppenheimer, 1997; 2000;
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Hanamori et al.,, 1998; Bagaev y Aleksandrov, 2006). En este sentido, Contreras y
colaboradores (2007), a través de técnicas de c-Fos, han puesto de manifiesto la relevancia
del sistema interoceptivo y en particular de la Corteza Insular en la preferencia por un lugar
inducida por la administracion repetida de anfetaminas, asi como en el malestar visceral
inducido por la administracion de cloruro de litio. La desactivacion de esta region cortical
mediante lidocaina, pero no de otras areas adyacentes, elimina la urgencia de los animales
por conseguir anfetaminas en una tarea de CPP, y los signos de malestar tipicos de la
administracion del LiCl (Contreras et al., 2007).

Otros autores han propuesto también que, el circuito neuroanatémico implicado en
la aparicion de estas ansias o cravings por el consumo de las drogas, podria ser el mismo
sistema de refuerzo/ motivacion sobre el que actian algunos reforzadores naturales como el
sexo (Garavan et al., 2000) o la ingesta de comida (Small et al., 2001; Pelchat et al., 2004).
Asi, Garavan y colaboradores (2000) comprobaron que las areas cerebrales que se activan
al ver una pelicula con contenido sexual explicito (principalmente el Cortex Prefrontal, el
Sistema Limbico y la Corteza Insular), son las mismas que las relacionadas con las ansias
por consumir cocaina manifestadas por sujetos dependientes tras ver una pelicula sobre el
consumo de cocaina, aunque en este Ultimo caso, la activacion observada era mas intensa.
Por otra parte, distintas investigaciones han demostrado también, que la Corteza Insular
puede activarse en los casos de intenso deseo o ansias por la ingesta de comida (Small et
al., 2001; Pelchat et al., 2004). Este intenso deseo por consumir un determinado alimento y
las ansias inducidas por las drogas, provocan la activacion de una serie de areas comunes
como serian el Hipocampo, el Nucleo caudado y la Corteza Insular (Pelchat et al., 2004).
En general, estas propuestas teoricas coinciden en que el sustrato neurobioldgico implicado
en el refuerzo inducido por reforzadores naturales como la comida o el sexo, y por las
drogas puede ser compartido (Wise, 1996; Kelley y Berridge, 2002; Pelchat et al., 2004).
Roy Wise, por ejemplo, considera como muy probable, que las drogas de abuso ejerzan sus
efectos bioldgicos y comportamentales, usurpando los sustratos de refuerzo natural (Wise,
1996). En consonancia con esta propuesta, existen datos que ponen de manifiesto que las
ansias, ya sean provocadas por la necesidad de alimento o por el consumo de drogas,
pueden estar mediadas en muchos casos, por el sistema de opiaceos endogenos (Cooper y
Higgs, 1994; Mercer y Holder, 1997; van Ree et al., 2000; Gerrits et al., 2003).

En resumen, de acuerdo con los datos incluidos en las investigaciones descritas asi

como por los resultados obtenidos en este capitulo, se podria proponer que la estimulacion

eléctrica, al actuar sobre la CI Agranular, ha podido activar sistemas recompensa claves
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para el establecimiento de asociaciones entre el refuerzo y los estimulos presentes en el
entorno durante el proceso de adquisicion. Esta puesta en marcha de los sistemas de
recompensa, no esta sin embargo exenta de otros importantes efectos adicionales, como la
tolerancia o la dependencia, sobre todo cuando estos circuitos cerebrales son activados

repetidamente de manera analoga a lo que sucede con las drogas de abuso.
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La estimulacion eléctrica del Nucleo Parabraquial Lateral Externo (NPBle) induce
comportamientos de preferencia en pruebas de condicionamiento por un lugar
(CPPc), aunque simultdneamente origina tres poblaciones de animales
diferenciadas, “Positivos” (reforzantes), “Negativos” (aversivos) y “Neutros”

(indiferentes).

La administracion de naloxona, un antagonista opiaceo, bloquea el efecto de
preferencia por un lugar inducido por la activacion del Nucleo Parabraquial Lateral

Externo.

Este bloqueo farmacoldgico del efecto reforzante de la estimulacién se produce
cuando la tarea se realiza en un contexto nuevo, pero no cuando la naloxona se
administra en el mismo laberinto en el que originalmente se desarrolld el

aprendizaje.

El Nucleo Parabraquial Lateral Externo participa en procesos de aprendizaje
discriminativo gustativo aversivo y apetitivo con contigiiidad inter-estimular, pero
no cuando la modalidad de aprendizaje es demorado. Sin embargo, el aprendizaje
adquirido no es retenido cuando se utilizan pruebas de transferencia (tareas de
inversion). La activacion eléctrica del NPBle no parece sustentar conductas de

autoestimulacion eléctrica intracerebral.

En pruebas de condicionamiento por un lugar, la estimulacion eléctrica de la
Corteza Insular Agranular Posterior induce conductas consistentes en grupos
diferentes, de preferencia en los animales “positivos”, de aversion o evitacion en los
animales “negativos”, o de indiferencia en el grupo de animales “neutros”. Esta
activacion de la Corteza Insular no evoca conductas de autoestimulacion eléctrica

intracerebral.

El efecto reforzante inducido por la activacion eléctrica de la CI Agranular Posterior

en procedimientos de CPPc, puede ser bloqueado mediante la administracion de
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10.
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12.

naloxona, siempre que se lleve a cabo en un contexto nuevo, pero no si el
antagonista opidceo se administra en el mismo laberinto en el que se desarrollo

inicialmente la preferencia.

La activacion eléctrica de la CI Agranular Posterior induce preferencias gustativas
en tareas discriminativas en contigliidad inter-estimular. Sin embargo, este
aprendizaje no es transferido cuando son modificadas las contingencias estimulares

de la prueba (pruebas de inversion).

La estimulacion eléctrica repetida de la CI genera una reduccion del efecto
reforzante, en tareas de aprendizaje discriminativo gustativo con contigiiidad inter-

estimular.

Esta reduccion del efecto reforzante, coincide con un incremento en la actividad

locomotora vertical (respuestas de alzada/ “rearings” ) de los animales.

La administracion de naloxona en animales que han sido expuestos de forma
repetida a la estimulacion eléctrica de la CI Agranular Posterior, provoca una
evitacion o aversion hacia el lugar del laberinto que previamente habia sido

preferido.

El potencial reforzante de la estimulacion eléctrica de la CI Agranular Posterior
puede depender del procedimiento de estimulacion: Asi, la activacion diaria de esta
region cortical origina un descenso progresivo en el efecto reforzante de la
estimulacion en tareas de CPPc que no se produce tras la activacion en dias

alternos.

Esta reduccion en el efecto reforzante tras la estimulacion diaria de la CI, es
reversible, puesto que un incremento en la intensidad de la corriente eléctrica

administrada permite recuperar las preferencias por el lugar estimulado.
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