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INTRODUCCION

La necesidad de adaptarse a los cambios del medio externo e interno ha provocado, en
las distintas especies, un importante desarrollo de las areas cerebrales implicadas en el
aprendizaje (Rozin & Kalat, 1971). Esta capacidad de aprender de la experiencia previa resulta
esencial para la supervivencia propia y la de la especie. Basicamente, se trataria de mantener
algunas conductas que tienen consecuencias positivas, como la busqueda de alimento y agua, y
de eliminar del repertorio conductual aquellos comportamientos que puedan tener consecuencias
negativas para la supervivencia, como seria la exposicion a depredadores o a temperaturas
extremas (Elliot et al., 2000; Kelley, 2004).

Aunque, en el ambito de la nutricion, la evidencia disponible sugiere la existencia de
mecanismos innatos (por ejemplo, el hambre especifica al sodio), la mayoria de los efectos
experimentales relacionados con este comportamiento han sido interpretados en términos de
aprendizaje (Rozin & Kalat, 1971), como es el caso del aprendizaje aversivo gustativo para la
evitacion de productos toxicos o nocivos (Garcia, 1989).

En este sentido, los autores clasicos propusieron que el aprendizaje de un
comportamiento depende de las consecuencias que de €l se deriven. Asi, Edward L. Thorndike,
por ejemplo, desarrollo en 1911 la Ley del Efecto, segun la cual, si una conducta tiene como
consecuencia un resultado satisfactorio (recompensante) tiende a fortalecerse, de manera que
sera mas probable que se repita cuando se den las mismas circunstancias en el futuro. Sin
embargo, si esa consecuencia de la conducta resulta aversiva, sera menos probable que se
reproduzca en el futuro.

Este tipo de concepcidn tedrica no implica en el sujeto (objeto del condicionamiento) un
estado motivacional o afectivo determinado, la atencién se situaba en el resultado del
aprendizaje, ignorando, por tanto, todo tipo de variables intervinientes en el cambio conductual. A
mediados del siglo XX, aparecen nuevas propuestas que incorporan las variables
motivacionales. Y asi, Hull (1943), con su Teoria del Drive (Impulso), sefialaba que cualquier

estimulo o condicion capaz de reducir un estado de desequilibrio o necesidad del organismo se
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convertiria en reforzador (Toates, 1989; Molina & Puerto, 1990). Dentro de esta nueva
conceptualizacion, las necesidades del organismo generan impulsos primarios y biologicos, cuya
satisfaccion fortaleceria la asociacién entre la situacién estimular y las respuestas que han
precedido la reduccion del impulso. El valor reforzante de un estimulo no seria una propiedad
intrinseca e inalterable del mismo, sino que variaria en funcion de las necesidades del
organismo. El alimento actuara como un reforzador positivo de la conducta sélo en el caso de
que exista un déficit en las reservas de energia del organismo (Berridge, 1991; 1996; Carr &
Papadouka, 1994; Nader & Van der Kooy, 1997; Schwartz, 2000). Por el contrario, cuando el
consumo de un alimento particular es asociado a malestar gatrointestinal, suele producirse un
estado aversivo que propiciara que dicho alimento sea rechazado en el futuro, actuando en este
caso como un estimulo aversivo (Bernstein, 1999; Toates, 2001; Scalera, 2002; Parker et al.,
2002; Davis & Riley, 2010).

NECESIDAD
INTERNA

EQUILIBRIO

RESULTADO:
REDUCCION
DEL
IMPULSO

Figura 1. Proceso seguido por las acciones biologicamente adaptativas, segun la Teoria del Impulso.

Por otra parte, estos mecanismos motivacionales primarios pueden servir también de
soporte para la adquisicién de impulsos adquiridos o secundarios mediante condicionamientos
de segundo orden. Para la Teoria del Impulso, la finalidad fundamental de la conducta no es otra
que reestablecer las alteraciones en el equilibrio homeostatico provocadas por las necesidades

biologicas.



Sin embargo, una gran variedad de resultados experimentales han puesto de manifiesto
las limitaciones de la concepcion hulliana de la motivacién y de su modelo de reduccion de
impulsos. De hecho, el propio Hull, al final de su carrera, admitié la relevancia del factor de
incentivo en la motivacion (Mayor & Tortosa, 1997).

La Teoria del Incentivo, propuesta por Spence, complementa el modelo de reduccién de
impulsos. El incentivo puede conceptualizarse actualmente como el estado cognitivo y afectivo
desencadenado por estimulos asociados con el estimulo incondicionado (lkemoto & Panksepp,
1999). En otras palabras, la motivacion de incentivo es un proceso en el que las respuestas de
aproximacion o evitacion son generadas por estimulos que predicen la proximidad o
disponibilidad de estimulos incondicionados, aunque éstos puedan tener valencia hedonica
positiva 0 negativa. Ahora, se otorga un papel clave a las representaciones mentales del mundo
externo que inducen motivaciéon y planes de accion dirigidos a la consecuciéon de una meta
(Bindra, 1974; Molina & Puerto, 1990; Kelley & Berridge, 2002).

Fruto de este desarrollo tedrico y de las diversas pruebas conductuales disponibles, se
pueden distinguir dos tipos basicos de mecanismos implicados en la regulacién motivacional del
organismo: unos estrictamente regulatorios y otros de tipo propositivo (Robbins & Everitt, 1996).

Los primeros serian los encargados de regular las respuestas consumatorias, es decir,
un tipo de conducta mas o menos estereotipada que se produce habitualmente ante la presencia
de los reforzadores (por ejemplo, la conducta de ingesta ante la presencia de un determinado
alimento). La perspectiva regulatoria se centra en explicar las respuestas del organismo como
fruto de fuerzas internas aversivas (como el hambre o el dolor) y de la manera en que el
organismo intenta restaurar el equilibrio con la finalidad de mantener los sistemas fisiologicos
dentro de unos limites que hagan posible la supervivencia. Desde esta perspectiva, se considera
que la recompensa obtenida después de realizar una acciéon determinada se convertiria en
reforzador, es decir, aumentaria la probabilidad de que esa misma accién ocurra en el futuro
siempre que el animal se vea sometido a condiciones similares.

Por su parte, el planteamiento propositivo pretende incorporar la relevancia de las
conductas dirigidas a metas y, en este sentido, implicaria, sobre todo, a las respuestas
preparatorias de aproximacion o busqueda del estimulo, caracterizadas por una gran flexibilidad.
Esta propuesta surge ante la imposibilidad de explicar, desde la aproximacion regulatoria, ciertos
efectos muy validados experimentalmente, como por ejemplo el aprendizaje latente (Tolman &
Honzik, 1930b; Shohamy et al., 2000; Rodriguez & Alonso, 2002) o los efectos de contraste
(McSweeney & Melville, 1993).



Esta aproximacion suele estar mas orientada hacia el futuro y no relaciona de manera
tan estrecha la motivacion con la necesidad fisiologica. Ahora, la recompensa obtenida por el
organismo, al llevar a cabo una accién determinada, actua como incentivo, es decir, servira al
organismo para predecir los posibles resultados de esa accion y, de esta manera, anticipar si el
resultado de una determinada accion es mas deseable que los demas resultados disponibles
(Robbins & Everitt, 1996; Balleine & Dickinson, 2002).

En este contexto, y con una perspectiva mas integral de la motivacion, algunos estudios
posteriores han revelado que los estimulos que actlan como reforzadores poséen ciertas
caracteristicas diferenciales (Salamone et al., 1997), que pueden ser resumidas de la siguiente
manera:

e Los reforzadores proporcionan un feedback de control sobre la respuesta manifestada en el
condicionamiento.

e Los reforzadores positivos son estimulos hacia los que se dirige la conducta, y el organismo
actlia de manera que incrementa la probabilidad de conseguirlos.

e Los reforzadores incrementan la activacién conductual.

Para el analisis y medida de estos reforzadores se han descrito numerosos procedimientos
que han permitido objetivar su impacto motivacional como, por ejemplo, la cuantificacién de las
conductas consumatorias, la tasa de presion de una palanca o el condicionamiento de
preferencias espaciales y gustativas, entre otras que ahora no se van a desarrollar (Olds &
Milner, 1954; Bozarth, 1987; Mucha et al., 1982; Liebman, 1989; McBride, Murphy & Ikemoto,
1999; Delamater et al., 2000; Saper et al., 2002). Sin embargo, conviene destacar, desde el
principio, que el descubrimiento de los mecanismos cerebrales que subyacen al
refuerzo/recompensa esta asociado a la obra clasica de Old y Milner (1954) y al fenémeno de la

Autoestimulacion Eléctrica Intracerebral.



1. MANIFESTACIONES COMPORTAMENTALES DE RECOMPENSA Y AVERSION
INDUCIDAS A TRAVES DE ESTIMULACION ELECTRICA INTRACEREBRAL.

1.1. AUTOESTIMULACION ELECTRICA INTRACEREBRAL (AEIC).

Es un hecho repetidamente demostrado que tanto los animales como los seres humanos
desarrollan conductas instrumentales que le permiten administrarse intracerebralmente
estimulacion eléctrica, una estimulacion que en el caso de las personas es descrita como
placentera (Olds & Milner, 1954; Heath, 1963, 1972, citados por Wise, 1996). Este tipo de
conducta instrumental ha sido denominada autoestimulacion eléctrica intracerebral e implica la
activacion de sistemas endégenos de recompensa que han venido siendo identificados a lo largo
de los afios (Hoebel, 1976; Wise & Rompré, 1989).

El descubrimiento de la Autoestimulacién Eléctrica Intracerebral (AEIC) supuso una
aportacion crucial al estudio preciso de los mecanismos cerebrales de la recompensa. Asi,
metodologicamente se estima que la potencia de la estimulacion decrece con el cuadrado de la
distancia respecto al extremo del electrodo y decae hasta niveles minimos en un radio de
fracciones de milimetro, aunque no discrimina acerca del tipo de neuronas que activa (Wise &
Rompre, 1989; Yeomans, 1990).

De hecho, esta especificidad anatémica de la activacion puede ser incrementada a
través de manipulaciones en los parametros de la corriente eléctrica aplicada, como la
frecuencia, que puede oscilar entre 20 y 200 Hz, variaciones en la intensidad (relacionada con el
tamano del campo estimulado) y la duracién de los trenes eléctricos y de los pulsos eléctricos,

normalmente en torno a 0,1 milisegundo (Gallistel, 1983; Yeomans, 1990).

Una de las hipétesis propuestas con respecto al fendmeno de la AEIC estableceria una
total equivalencia entre los circuitos implicados en AEIC y los implicados en procesos de refuerzo
natural. Sin embargo, algunos estudios posteriores han cuestionado esta propuesta vy,
alternativamente, sugieren que la conducta instrumental dirigida a uno y otro tipo de refuerzo
puede presentar ciertas caracteristicas diferenciales, al tiempo que destacan las peculiaridades

de la conducta de autoestimulacion (Markou et al., 1993):



Una de estas caracteristicas diferenciales es la persistencia no saciadora de la AEIC,
que lleva a los organismos a mantener la conducta operante durante horas e incluso dias, hasta
el agotamiento, ignorando cualquier otra actividad (Routtenberg & Lindy, 1965; Spies, 1965), sin
requerir ademas de un estado de privacion para la ejecucion de esta conducta (Olds, 1958).

A pesar de la extraordinaria persistencia de la conducta de autoestimulacion, este
fendmeno comportamental se caracteriza también por una extremada labilidad, que se
manifiesta a través de un rapido proceso de extincién del comportamiento instrumental cuando la
estimulacion deja de ser administrada (Seward et al., 1959). Asi, un alto ritmo de respuesta se
contrapone a un rapido “olvido” de la conducta al cabo de unos minutos sin obtener estimulacién
(Gallister, 1983), algo muy distinto del patrén tipico de extincion relacionado con los refuerzos
naturales y caracterizado por un ligero incremento en la tasa de respuesta seguido de un
descenso progresivo. Este resultado no deja de ser sorprendente, ya que una alta tasa de
respuesta es un factor indicativo de un alto poder de refuerzo, mientras que el cese inmediato de
la conducta al eliminar el estimulo reforzante es indicativo de todo lo contrario. Por otra parte, la
gjecucion erratica durante la AEIC cuando la estimulacién es controlada por un programa de
reforzamiento parcial, suele ser muy diferente a lo observado con los reforzadores naturales. De
hecho, se produce un importante deterioro en la ejecucion cuando la administracién de la
corriente eléctrica se demora mas alla de un segundo (Black et al., 1985) o los intervalos entre
ensayos son excesivamente largos, hasta el punto de que incluso los animales con una amplia
experiencia en AEIC pueden no reanudar la conducta de presionar la palanca cuando de nuevo
se les ofrece la oportunidad de recibir recompensa cerebral después de habérsela retirado
brevemente. En todos estos casos, es necesario incitar la respuesta (“priming”) para lograr que
los animales puedan volver a realizar la conducta instrumental. En estos casos, el
experimentador debe proporcionar al animal algunos pulsos de estimulacion no contingente para
que finalmente los animales puedan volver al habitual ritmo de AEIC (Wetzel, 1963; Stellar &
Gallistel, 1975).

1.2. AVERSION INDUCIDA MEDIANTE ESTIMULACION ELECTRICA INTRACEREBRAL.

En sentido opuesto al anterior, también se ha comprobado que un incremento gradual de
la estimulacién eléctrica aplicada a determinadas é&reas cerebrales puede inducir
progresivamente respuestas de activacion fisioldgica, de inmovilizacion e incluso de escape
(Coimbra et al., 1992; 1996; Melo & Brandao, 1995; Maisonnette et al., 1996; Coimbra &

Brandao, 1997; Brandao et al., 2003). Se considera que estas respuestas serian debidas a la
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naturaleza aversiva de la estimulacion eléctrica en estas regiones cerebrales, de modo que los
animales desarrollan rapidamente conductas operantes que les permitan interrumpir dicha
estimulacion (Delgado, Roberts & Miller, 1954; Kiser et al., 1978a; 1878b; Carr et al., 1982;
Depoortere et al., 1990a; 1990b; Gomita et al., 1991; 2003; Melo & Brandao, 1995; Diotte et al.,
2001). Méas aun, en algunos casos este tipo de estimulacién puede provocar incluso reacciones
analgésicas (Akil & Liebeskind, 1975; Prado & Roberts, 1985; Coimbra et al., 1992; Coimbra &
Brandao, 1997; Castilho et al., 1999), ademas de cambios en la presién sanguinea, el ritmo
cardiaco y la respiracion (Brandao et al., 2003).

Por su naturaleza negativa y potencialmente inespecifica, este efecto aversivo de la
estimulacion eléctrica cerebral ha recibido menor atencion en la bibliografia cientifica, si bien su
estudio podria considerarse, en cierto sentido, complementario al de la AEIC. Asi, se han
observado importantes interacciones entre la estimulacion eléctrica intracerebral recompensante
y la aversiva a distintos niveles neuroanatémicos (Carr & Coons, 1982; Schmitt & Karli, 1984;
Anderson, Diotte & Miliaressis, 1995; Diotte et al., 2000). Concretamente, se ha comprobado que
la estimulacion recompensante generada en el area tegmental ventral (ATV) o en el hipotalamo
lateral, contrarresta la aversion inducida por estimulacion eléctrica del nicleo reticular
gigantocelular (Carr & Coons, 1982; Anderson et al., 1995; Diotte et al., 2000). Por otra parte,
esta estimulacion aversiva reduce la eficacia reforzante de la estimulacion en el ATV (Anderson
et al., 1995), aunque incrementa la del hipotdlamo lateral (Diotte et al., 2000). Estas
interacciones entre los sistemas cerebrales de recompensa y aversion dependen de la
localizacion exacta del electrodo, de la intensidad de la corriente aplicada y de la potencia
motivacional de la recompensa y la aversién inducidas (Carr & Coons, 1982; Schmitt & Karli,
1984).

2. OTRAS INTERPRETACIONES TEORICAS DEL FENOMENO DE LA AEIC EN RELACION
CON LA CONDUCTA MOTIVADA NATURAL.

En relacion con el significado funcional, en general, y motivacional, en particular, de la
AEIC, Miller (1957) relaciono este fendomeno con la teoria de reduccién de impulsos, segun la
cual cualquier estimulo o condicion capaz de reducir un estado de desequilibrio se convertira en

reforzador (Toates, 1989; Molina & Puerto, 1990). Por su parte, Olds, descubridor del fendmeno,



relacionaba la AEIC con la activacion de los “centros del placer en el cerebro”, es decir, mantenia
inicialmente un planteamiento claramente hedonista.

Sin embargo, la hipétesis mas aceptada con respecto al significado funcional de la AEIC
es (con las salvedades mencionadas mas arriba) la que establece una cierta equivalencia entre
los circuitos implicados en este fenémeno artificial y los implicados en procesos de refuerzo
natural.

Asi, en primer lugar, se ha encontrado una cierta coincidencia entre las zonas de la AEIC
y las implicadas en conductas homeostéaticas como la ingesta de alimento o agua (Olds & Fobes,
1981; Rolls, 1982; 1994; Wise & Rompré, 1989; Robbins & Everitt, 1999).

Concretamente, por ejemplo, algunas conductas motivadas naturales, como la ingesta
de alimento o agua, o la conducta sexual, pueden ser inducidas mediante la estimulacion
eléctrica de zonas hipotaldmicas (Vaughan & Fisher, 1962; Caggiula & Hoebel, 1966;
Christopher & Butter, 1968; Caggiula, 1970; Wise, 1974; Hoebel, 1976) o en el ATV (Trojniar et
al., 2007), areas que también sustentan conductas de AEIC.

Mas aun, los incrementos en la motivacion natural se suelen acompanar de aumentos de
la tasa de AEIC (Hoebel, 1976; Carr & Papadouka, 1994). Asi, muchos de los factores que
influyen en el consumo de alimento afectan, en la misma direccion, a la conducta de AEIC. Es el
caso de la privacién de alimento, la ingesta forzada o intragastrica, la obesidad o la
administracion de adrenalina, entre otros (Brady et al., 1957; Phillips & Mogenson, 1968; Hoebel
& Thompson, 1969; Stellar & Gallistel, 1975; Hoebel, 1976). De hecho, la privacién de alimento
puede incrementar la respuesta de AEIC durante la fase de extincién (Deutsch & DiCara, 1967).

En esta linea, Rolls y su grupo de la Universidad de Oxford (Burton et al., 1976; Rolls,
1994) han encontrado que las neuronas del hipotalamo lateral que normalmente se activan ante
la visién de comida cuando los animales estan privados de alimento, se activaban también
durante la AEIC, un resultado a favor de la potencial coincidencia anatémica de los reforzadores

naturales y la AEIC.

Por otra parte, se ha propuesto que las diferencias existentes entre las conductas
instrumentales dirigidas a conseguir AEIC y las recompensas naturales en el aspecto
relacionado con su persistencia y su labilidad pueden deberse, al menos parcialmente, a factores
metodologicos. Asi, Panksepp y Trowill (1967) entrenaron a los animales a autoadministrarse
leche con chocolate directamente en la cavidad oral (mediante una canula) presionando una

palanca. Una vez extingliida la respuesta de presién, la administracidn intraoral de esta
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sustancia de manera no contingente al comportamiento de los animales provoco que tanto los
roedores privados como los saciados reiniciaran las conductas de autoadministracion.

Para explicar las diferencias entre la conducta motivada natural y la conducta de
autoestimulacién, Deustch y Deustch (1973) han propuesto una hipétesis segun la cual el
fenomeno de la AEIC se produce porque el radio de accion del electrodo de estimulacién
activaria dos circuitos independientes: uno implicado en el impulso (drive) y el otro relacionado
con el refuerzo (reinforcement). De esta manera, el efecto de la estimulacion durante la AEIC no
s6lo implicaria el refuerzo de la Ultima conducta realizada, sino que también induciria motivacion
para la siguiente, una dinamica que explicaria la extremada intensidad y persistencia del
fenémeno (Gallistel, 1983). Sin embargo, esta motivacion inducida disminuiria rapidamente
(“drive decay”) tras interrumpir la estimulacién, desapareciendo el déficit y el consiguiente
refuerzo (Deutsch et al., 1964). Segun J. A. Deutsch, lo que sucede no es que el animal
desaprenda la conducta, como ocurre con el proceso de extincidon normal, sino que el impulso
para realizarla ya no se produce. Existen datos, sin embargo, que revelan patrones de extincion
mas normalizados cuando los animales se exponen repetidamente a la propia situacion de
extincién tras sesiones de AEIC de duracién constante (Herberg, 1963).

El grupo de la Universidad de California propone que estos dos circuitos deberian ser
estimulados simultaneamente para que el fenomeno de la AEIC se produjera, ya que el refuerzo
y el déficit dispondrian de sustratos anatdmicos diferenciados (Deutsch & Deutsch, 1973).
Desafortunadamente, las diferencias en el periodo refractario atribuidas incialmente a uno y otro
sistema no parecen representar una base empirica concluyente para la diferenciacion del
sustrato anatomico del impulso y el refuerzo (Gallistel, 1983). Una base argumental alternativa
mas poderosa es la farmacoldgica, ya que se ha demostrado que la pimocida bloquea el efecto
reforzante de la estimulacién del Haz Prosencefalico Medial, pero no el efecto de la estimulacion
sobre el factor de impulso (Wasserman et al., 1982).

En consonancia con esta hipdtesis, son varios los autores que han sugerido que la AEIC
provoca dos tipos de efectos: induce conductas de aproximacion y al mismo tiempo permite el
fortalecimiento de conexiones entre un estimulo y sus consecuencias, es decir, facilita el
aprendizaje (Wise & Rompré, 1989; White, 1989; White & Milner, 1992; Saitoh & Inokuchi, 2000;
Ruiz-Medina et al., 2008; Huguet et al., 2009). Ambas propiedades serian independientes, tal y
como se ha podido demostrar a través de experimentos en los que los animales pueden
aprender una conducta operante con objeto de conseguir la estimulacion de su propio cerebro, a
la vez que facilita la adquisicion de respuestas de signo contrario, como escape 0 evitacién
(Stein, 1965; Capdevila-Ortis et al., 1988).
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En este sentido, se han identificado conductas motivadas naturales que presentan los
dos efectos de la AEIC, el refuerzo de la conducta y un incremento del impulso para llevarla a
cabo. Este seria el caso de la interaccién agresiva (Hogan & Bols, 1980; citada en Gallistel,
1983) y la conducta sexual (Beach & Jordan, 1956; citada en Gallistel, 1983), en ambos casos,

impulsos no homeostaticos.

Se ha examinado, en fin, la relacion entre la AEIC y la ingesta de agua, aunque ahora la
conducta de autoestimulacion (en electrodos que pueden inducir la ingesta de agua) no se ve
afectada por la privacién o la ingesta excesiva de liquido (Mogenson, 1969). Este dato es
sorprendente sobre todo si se tiene en cuenta que el consumo de agua si inhibe la ingesta
inducida por la estimulacion (Devor et al., 1970, citado en Hoebel, 1976).

Se puede mencionar también c¢cdmo la AEIC de algunas estructuras cerebrales se
incrementa en ambientes frios mientras que se reduce con las temperaturas elevadas (Briese et
al., 1966, citado en Hoebel, 1976). Ademas, la estimulacion eléctrica aplicada a ciertas
estructuras (hipotalamo, septum y prosencéfalo rostral) suele incrementar la temperatura
corporal del animal (Crawshaw & Carlisle, 1974), lo que puede sugerir cierta relacién entre la
AEIC y la termorregulacion.

Finalmente, Steiner y Ellman (1972, en Hoebel, 1976), demostraron que la privacion de
suefio REM aumentaba la frecuencia de autoestimulacion, mientras que esta autoestimulacion

podria sustituir, de alguna manera, al suefio REM.

3. RELACION DE LA ESTIMULACION ELECTRICA INTRACEREBRAL AVERSIVA CON LA
CONDUCTA MOTIVADA NATURAL.

El estudio de la relacion entre la estimulacién eléctrica intracerebral aversiva y la
conducta motivada natural ha sido prolifico sobre todo en el campo de la nutricién, si bien existen
interesantes resultados con respecto a la conducta sexual.

La estimulacién eléctrica del hipotadlamo lateral puede inducir un marcado componente
aversivo, que puede ser relacionado con la aversion derivada de una saciedad excesiva. Uno de
los procedimientos utilizados para el estudio de este componente aversivo de la AEIC ha
consistido en establecer fases alternativas de autoestimulacion y de escape, habitualmente de
cinco minutos de duracion cada una. Durante la fase de autoestimulacion, el animal debera

presionar una palanca que le permita obtener estimulacion durante una fraccién de tiempo,
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mientras que durante la fase de escape, se administra al animal la corriente (con el mismo
electrodo), de manera que éste puede interrumpirla durante varios segundos cada vez que
presione un pedal alternativo. Como cabria esperar, la frecuencia de presioén del pedal es mucho
mayor durante las fases de autoestimulacion (p.ej. varios cientos de veces en cinco minutos) que
durante las fases de escape (de diez a veinte veces).

En este contexto, se ha comprobado que el componente aversivo de la autoestimulacion
es mayor cuanto mas medialmente se localiza el electrodo en el hipotalamo lateral (Margules,
1966; Hoebel, 1976). Ldégicamente, con casi cualquier electrodo, cuando aumenta la
autoestimulacion, se reducen las respuestas de escape, y viceversa. Este cambio reciproco se
observa tanto de manera espontanea como en los casos en los que se manipula la variable
nutritiva o la conducta sexual (Hoebel, 1976). Asimismo, intervenciones que generen arousal
fisiolégico hacen que los dos tipos de conductas se incrementen, mientras que si la intervencion

es sedativa ocurre lo contrario, ambas disminuyen.

Al examinar la relacién entre la estimulacion eléctrica del hipotalamo y la nutricion, se ha
analizado el efecto de diversas manipulaciones nutritivas sobre ambos tipos de conductas, tanto
de autoestimulacion como de escape. Se ha comprobado que tanto la alimentacién espontanea
como la administracién intragastrica de nutrientes induce una fuerte reduccién de las conductas
de AEIC, incluso hasta eliminarlas, mientras que los indices de escape se incrementan (Hoebel
& Thompson, 1969).

Mas auln, la administracion de insulina suele incrementar las respuestas de escape a la
vez que reduce las conductas de AEIC, lo cual es consistente con el efecto favorecedor de la
privacién alimenticia sobre la conducta de autoestimulacion (Carr & Wolinsky, 1993; Carr &
Papadouka, 1994; Carr, 2002).

La obesidad, por su parte, reduce la autoestimulacion e incrementa las conductas de
escape. Asi, tras inducir obesidad en los animales, la autoestimulacion se redujo en una tercera
parte, mientras que las conductas de escape se multiplicaron por tres (Hoebel & Thompson,
1969). Cuando la ingesta alimenticia obligatoria termind, se observo en algunos casos un brusco
incremento de la autoestimulacion, quiza debido a la eliminacion de la distension gastrointestinal
0 los factores de saciedad a corto plazo, mientras que cuando esta ingesta excesiva se limit6
gradualmente, de manera que el peso se redujo también gradualmente, el incremento en la
autoestimulacién y la reduccién de las conductas de escape también fueron graduales hasta
alcanzar el nivel normal (Hoebel & Thompson, 1969). Probablemente, los correlatos fisioldgicos

de una ingesta alimenticia excesiva y la consecuente ganancia de peso hicieron que la
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autoestimulacion hipotalamica lateral se volviera progresivamente menos recompensante y mas
aversiva. Por otra parte, cuando las variables fisiologicas recuperaron sus niveles normales,
también lo hicieron la recompensa y la aversion inducidas mediante estimulacion eléctrica
intracerebral.

Esta influencia de los factores fisiologicos nutritivos sugiere que los farmacos que
suprimen el apetito también deberian reducir la autoestimulacion e incrementar el escape. Sin
embargo, las anfetaminas no so6lo no reducen la AEIC sino que la incrementan (Stein, 1969,
citado en Hoebel, 1976; Clarke & Kumar, 1984; Gallistel & Karras, 1984), si bien es cierto que se
trata de un farmaco con multiples efectos colaterales de indole excitatoria. La
frenilpropanolamina, un analogo de las anfetaminas aunque con menos efectos activadores pero
que también suprime el apetito, reduce la ingesta alimenticia inducida mediante estimulacion,
pero no la ingesta de agua (Hoebel, Herndndez & Thompson, 1975). Este farmaco si provoca
una reduccion de las conductas de autoestimulacién inducidas por estimulacion eléctrica del
hipotalamo lateral (McClelland et al., 1989; 1991).

En otros &mbitos comportamentales, la estimulacién eléctrica del hipotalamo posterior
induce conductas copulatorias y respuestas de AEIC, aunque también en algunas ocasiones, es
posible desarrollar en los animales conductas de escape (Caggiula, 1970; Hoebel, 1976).

La castracion de los animales reduce la AEIC de areas hipotalamicas tanto posteriores
como laterales. En estos animales, la reinstauracion de los niveles normales de testosterona
también reinstaura la frecuencia autoestimuladora (Caggiula, 1970), algo que también sucede
con niveles elevados de testosterona que incrementan la autoestimulacién. La relacion entre
AEIC y copula es reciproca: la estimulacién incrementa la cdpula, y la copula incrementa las
conductas de autoestimulacion.

Tras la eyaculacién del animal, se reduce la frecuencia de autoestimulacién. Por el
contrario, durante el periodo de descanso y recuperacion, las respuestas de escape se
incrementan ligeramente a pesar de la letargia del animal (Hoebel et al., 1974, citado en Hoebel,
1976).
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4. CIRCUITOS CEREBRALES IMPLICADOS EN LA AUTOESTIMULACION ELECTRICA
INTRACEREBRAL (AEIC).

Los niveles mas altos de ejecucion y preferencia en AEIC parecen estar asociados a las
localizaciones anatémicas que forman parte del Haz Prosencefélico Medial (Lorens, 1976; Koob
& LeMoal, 2006), una red de fibras nerviosas ascendentes y descendentes que discurren a lo
largo del eje rostro-caudal desde el mesencéfalo hasta el prosencéfalo méas rostral (Old &
Forbes, 1981; Phillips & Fibiger, 1989; Wise & Rompré, 1989; Gallistel et al., 1996; Robbins &
Everitt, 1999; Arvanitogiannis et al., 2000; Koob & LeMoal, 2006). En su trayectoria desde el
tronco cerebral hasta sus proyecciones diencefalicas y telencefalicas, este haz contiene axones
ascendentes dopaminérgicos, noradrenérgicos y serotoninérgicos, entre otros. Sin embargo, la
via dopaminérgica mesolimbica, integrada en este haz, es la que ha recibido mayor atencion

tanto en los estudios experimentales como en las reflexiones teoricas.

La delimitacion anatémica de los circuitos implicados en AEIC ha sido posible gracias a
una combinacion de procedimientos y técnicas. Asi, los estudios de cartografia/mapeado
cerebral han ido identificando sucesivamente las distintas estructuras localizadas a lo largo de la

franja comprendida entre el prosencéfalo basal y el tronco cerebral;

En posiciones anteriores, las zonas mas consistentemente asociadas con AEIC incluyen
los bulbos olfatorios, corteza prefrontal, amigdala e hipocampo, y una regién comprendida entre
el globo palido y el nlcleo accumbens (Deutsch & Deutsch, 1973; Van der Kooy et al., 1977;
Olds & Fobes, 1981; Wise & Rompré, 1989; Gallistel et al., 1996; Robbins & Everitt, 1999;
Kandel et al., 2001).

No obstante, como se indicaba anteriormente, es a lo largo del Haz Prosencefalico
Medial donde se han encontrado tasas més altas de respuesta y los umbrales mas bajos de
AEIC. Sus limites se extienden ventralmente desde la zona incierta hasta la base del cerebro y
lateralmente desde el fornix a la parte medial de la capsula interna (Routtenberg, 1976; Wise &
Rompré, 1989; Gallistel et al., 1996; Kandel, et al., 2001).

En areas posteriores del tronco cerebral, se ha puesto de manifiesto también este efecto
reforzador en una zona comprendida entre el acueducto cerebral y el nlcleo interpeduncular,
que se continla en regiones de la parte dorsal de la sustancia gris central y porcion ventral del

tegmento (incluyendo la sustancia negra y el area tegmental ventral). Por Gltimo, se ha descrito
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AEIC en los nucleos pontinos, sobre todo en la parte ventral del nicleo dorsal del rafé, cerca del
locus coeruleus, nlcleo tegmental pedunculopontino y region parabraquial medial (Routtenberg,
1976; Wise & Rompre, 1989; Gallistel et al., 1996; Arvanitogiannis et al., 1997; Kandel et al.,
2001; Nakahara et al., 2001), ademas de en el nlcleo del tracto solitario, nicleo motor del

trigémino y nlcleos profundos del cerebelo (Routtenberg, 1976; Wise & Rompré, 1989).

Figura 2. Representacion esquematica de las diferentes localizaciones anatomicas en las que se puede
obtener autoestimulacion eléctrica intracerebral en el cerebro de la rata. TELENCEFALO: 1. Bulbo olfatorio; 2.
Cortex prepiriforme; 3. Cortex prefrontal medial; 4. Organo subfornical; 5. Cortex cingulado; 6. Cortex entorrinal; 7.
Hipocampo; 8.Séptum; 9. Nucleo Accumbens; 10. Caudado-Putamen. DIENFECALO: 11. Fémix; 12. Hipotalamo
Lateral; 13. Hipotalamo ventromedial; 14. Nucleo mediodorsal del talamo; 15. Nucleo paretenial del talamo; 16.
Nucleo central del talamo. MESENCEFALO: 17. Sustancia Negra, 18. Area Tegmental Ventral; 19. Sustancia gris
periacueductal; 20. Nucleo mesencefélico del Nervio Trigémino; 21. Rafé dorsal; 22. Rafé medial. METENCEFALO:
23. Cerebelo; 24. Peddnculo cerebeloso superior; 25. Nicleo motor del nervio trigémino. MIELENCEFALO: 26.
Nucleo del Tracto Solitario. Figura adaptada de Phillips y Fibiger (1989).

En resumen, los estudios de cartografia/mapeado cerebral muestran un alto grado de
coincidencia entre los nucleos cerebrales que sostienen comportamientos de AEIC y el Haz
Prosencefalico Medial. Sin embargo, aunque las lesiones efectuadas en el Haz Prosencefalico
Medial apenas producen deterioro, o producen un deterioro sélo temporal, cuando son realizadas
en zonas anteriores al hipotalamo lateral —localizaciéon desde donde se estaria estimulando-, no
ocurre lo mismo cuando las intervenciones se llevan a cabo en posiciones posteriores a la
localizacion del electrodo en el hipotalamo lateral. Ahora, suelen producir importantes deterioros
de la AEIC, lo cual ha sido interpretado como prueba de que los impulsos generados en esta via
siguen una ruta descendente (Deutsch & Deutsch, 1973; Lorens, 1976; Stiglick & White, 1977,

Stellar & Neeley, 1982). Sin embargo, las lesiones realizadas en otras estructuras también
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pueden afectar a la AEIC, por ejemplo, las efectuadas en algunos nucleos limbicos que pueden
originar un cierto deterioro en la AEIC, si bien este efecto suele ser temporal (Deustch &
Deustch, 1973).

5. CIRCUITOS CEREBRALES IMPLICADOS EN LA ESTIMULACION ELECTRICA
INTRACEREBRAL DE iINDOLE AVERSIVA.

El hipotalamo medial, la amigdala, la sustancia gris central - 0 zona periacueductal gris —
y la sustancia negra constituyen los principales sustratos neuroanatémicos para la induccion de
estados aversivos en el cerebro. Recientemente, algunas regiones mesencefalicas, como los
coliculos superiores e inferiores, han sido consideradas como parte también de este sistema
cerebral de procesamiento aversivo. Todas estas estructuras mencionadas suelen activarse tras
la estimulacion eléctrica o quimica de la parte dorsal de la sustancia negra o el hipotalamo
medial, 0 al exponer a los animales a estimulacion ambiental aversiva (Sandner et al., 1992;
Silveira et al., 1993; 1995; 2001; Brandao et al., 1999; 2003; Osaki et al., 2003).

Dentro de este sistema cerebral, se ha propuesto que cada estructura estaria
particularmente implicada en unos u otros de los componentes de la reaccién defensiva. Asi, por
ejemplo, las lesiones de las ldminas profundas del coliculo superior reducen las respuestas
defensivas a estimulos visuales amenazantes, como por ejemplo, un movimiento inesperado, por
lo que se ha propuesto que estarian implicados en el control de los movimientos de orientacién
oculares y de la cabeza (Blanchard et al., 1981; Brandao et al., 2003). Por su parte, las neuronas
del coliculo inferior actuarian como filtro de los sonidos que requieren una accion inmediata,
como podria ser el ruido originado por un depredador o una presa (Masterton, 1992; Brandao et
al., 1999; 2003). La sustancia negra participa en la expresion de funciones cerebrales
relacionadas con la reaccion defensiva, como serian el procesamiento nociceptivo, las
vocalizaciones, la regulacién autondmica, el miedo, la ansiedad o la lordosis (Behbehani, 1995;
Brandao et al., 1999; 2003).

Otras estructuras neuroanatomicas que han sido menos relacionadas con este sistema,
pero cuya estimulacion también induce conductas aversivas y de escape, son el nucleo reticular
gigantocelular (Carr & Coons, 1982; Carr et al., 1982; Anderson et al., 1995; Diotte et al., 2000;

2001), la regién locomotora mesencefélica, que incluye el nucleo cuneiforme y el nucleo
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tegmental pedunculopontino (Depoortere et al., 1990a; 1990b), el tegmento dorsal (Diotte et al.,

2001) o la formacion reticular ventral (Kiser et al., 1978a; 1978b).

6. FARMACOLOGIA DE LA AUTOESTIMULACION ELECTRICA INTRACEREBRAL.

Dada la complejidad del circuito neural subyacente a la conducta de autoestimulacion,
no resulta sorprendente que se hayan descrito multiples sistemas farmacolégicos en funcién del
area cerebral activada (Lorens, 1976; Phillips et al., 1976; Schaefer & Michael, 1983; Singh et al.,
1997a; 1997b).

Norepinefrina

Mediante técnicas de Histologia Fluorescente, que han permitido identificar la
distribucion anatémica de las vias catecolaminérgicas, se ha podido constatar la existencia de
una importante coincidencia entre estas vias neuroquimicas y las zonas en donde la
estimulacion resulta reforzante (Crow, 1976; Wise & Rompré, 1989; Bauco & Wise, 1994;
Salamone et al., 1997; Sokolowski et al., 1998).

A través del empleo de neurotoxinas selectivas se han podido llevar a cabo lesiones
especificas de las neuronas que utilizan un tipo u otro de neurotransmisor. Asi, se ha
comprobado que la destruccion de las terminales catecolaminérgicas suele causar reducciones
moderadas en la tasa de AEIC, lo cual sugiere una posible participacién de estos sistemas
neuroquimicos en los procesos de AEIC, si bien los resultados pueden variar segun la estructura
estudiada (Phillips et al., 1975; Stephens & Herberg, 1975; Clavier, 1976), lo que hace muy

complicado el analisis.

Una de las primeras hipétesis propuestas en relacion a las bases farmacoldgicas de la
AEIC, evocada desde areas del Haz Prosencefalico Medial, ha implicado al sistema
noradrenérgico (Stellar & Rice, 1989) y, concretamente, a los haces noradrenérgicos dorsal y
ventral (Clavier, 1976). Los datos experimentales posteriores venian a sugerir, sin embargo, que
los mecanismos noradrenérgicos podrian estar relacionados mas con la activacion fisiologica
necesaria para llevar a cabo la tarea que con los propios procesos de recompensa. En este
sentido, el FLA-63, un inhibidor de la dopamina--hidroxilasa, con efectos motores menores que

los utilizados hasta entonces, no conseguia reducir las conductas de autoestimulacion (Lippa et
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al., 1973). Méas aun, la administracién de fenoxibenzamina, un antagonista de los receptores a,
mostré que el bloqueo noradrenérgico no impedia la recompensa autoestimuladora, algo que si
se lograba mediante el bloqueo dopaminérgico (Crow, 1976; Fouriezos & Wise, 1976; Fouriezos
etal., 1978).

Mas aun, los estudios realizados con técnicas lesivas han revelado que la destruccion de
las células noradrenérgicas mediante la administracién de 6-OHDA en el prosencéfalo no impide
las conductas de autoestimulacién (Cooper et al., 1974). Asimismo, la AEIC del locus coeruleus,
el lugar de origen de los haces dorsales, tampoco se ve afectada por su destruccion mediante
neurotoxinas (Clavier, 1976; Crow, 1976), lo cual ha permitido proponer, de manera alternativa,
que la AEIC del locus coeruleus pueda depender de una mediacion dopaminérgica indirecta
(Clavier, 1976). De hecho, se ha comprobado que tres de las principales vias dopaminérgicas -
mesocortical, mesolimbica y nigroestriada- se incluyen entre las fibras del Haz Prosencefalico
Medial (Weiner & Molinoff, 1994). Todos estos resultados sugieren que la AEIC parece depender
de la activacion de neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo ventral y menos probablemente
de las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus, ya que la integridad de la transmisién
dopaminérgica parece ser necesaria para que se produzca AEIC en las regiones

noradrenérgicas, pero no al revés (Crow, 1976; Fouriezos et al., 1978).

En resumen, ya desde el principio las hipdtesis que relacionaban el fenémeno de la
AEIC con el sistema dopaminérgico se vieron apoyados por datos que indicaban que los
antagonistas dopaminérgicos predecian mejor que el punto de vista noradrenérgico la potencia
de los neurolépticos para interferir con la recompensa (Gallistel & Davis, 1983). En la actualidad,
la evidencia experimental disponible sugiere que la Noradrenalina no seria el principal sustrato
neuroquimico de la recompensa autoestimulatoria, si bien se ha sugerido que puede tener un

papel modulatorio (Stellar & Rice, 1989).

Dopamina

Dada la notable coincidencia existente entre las vias anatdmicas dopaminérgicas y las
areas cerebrales capaces de sustentar conductas de autoestimulacion (Weiner & Molinoff, 1994),
la implicacion del sistema dopaminérgico en este fenémeno ha sido muy apoyada
experimentalmente. Asi, muchos estudios, como se mencionaba mas arriba, han comprobado

que la administracion sistémica de neurolépticos reduce la recompensa inducida mediante
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estimulacion eléctrica del Haz Prosencefalico Medial, si bien no pueden olvidarse los importantes
déficits motores o de ejecucion que generan este conjunto de farmacos (Zarevics & Setler, 1979;
Ettenberg & White, 1981; Fenton & Liebman, 1982; Gallistel & Karras, 1984; Hamilton et al.,
1985; Benaliouad et al., 2007).

En este sentido, se ha investigado la relevancia de los diferentes receptores
dopaminérgicos en la recompensa cerebral inducida por estimulacién eléctrica intracerebral. Una
mayoria de los estudios sugiere que los receptores D2 pueden ser los mas implicados en la
recompensa inducida por estimulacion eléctrica del Haz Prosencefalico Medial (Gallistel & Davis,
1983; Hamilton et al., 1985). Otros resultados, sin embargo, destacan la relevancia de los
receptores D1 en este tipo de recompensa, tanto la inducida desde el Haz Prosencefalico Medial
como la generada en el cortex frontal (Ferrer et al., 1983; Nakajima & McKenzie, 1986; Singh et
al., 1997a).

Agonistas dopaminérgicos indirectos, como las anfetaminas o la cocaina, reducen el
umbral de induccién de la AEIC (Franklin & Robertson, 1980; Kornetsky & Esposito, 1981;
Gallister & Karras, 1984; Reid et al., 1993; 1996; Tomasiewic et al., 2008; Todtenkopf et al.,
2009; Hernandez et al., 2010; Straub, Carlezon & Rudolph, 2010), sin alterar los umbrales de
deteccion de la estimulacién cerebral (Kornetsky & Esposito, 1981; Schaefer & Michael, 1985b).
En ofras palabras, estos farmacos parecen actuar sobre las propiedades reforzantes de la
estimulacion eléctrica intracerebral, sin ejercer efecto alguno sobre sus propiedades

discriminativas.

En general, puede afirmarse que el sistema dopaminérgico juega un papel esencial en la
recompensa inducida mediante estimulacion eléctrica del Haz Prosencefalico Medial, si bien no

puede descartarse una posible implicacion de efectos colaterales de caracter motor.

Aunque la mayoria de los estudios se han centrado en la via dopaminérgica
mesolimbica, existen neuronas que sinaptan en el ATV con vias no dopaminérgicas que también
proyectan al nlcleo accumbens (Swanson, 1982). Estos datos han dado lugar a una propuesta
segun la cual la dopamina no deberia ser considerada como la sefial de recompensa, sino que
esta sefial se procesaria a través de vias no dopaminérgicas, si bien seria modulada por la
dopamina del nucleo accumbens (Stellar & Rice, 1989). Esta alternativa contrasta con la
hipétesis inicial (representada graficamente en la parte A de la figura 3), més simple, segun la
cual la estimulacidon del haz prosencéfalico medial activaria fibras que proyectan rostro-

caudalmente hacia el ATV, desde donde surgirian las proyecciones ascendentes hasta el nucleo
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accumbens. En este primer modelo, se considera que la dopamina es el sustrato neurobiolégico
de la sefial de recompensa. Sin embargo, segun la hipbtesis mencionada al principio (B en la
figura 3), las fibras activadas directamente por el electrodo enviarian su sefial rostro-
caudalmente al ATV, pero esta sefial de recompensa podria seguir una ruta alternativa hasta
alcanzar el nucleo accumbens. Esta ruta alternativa no estd bien establecida, pero la
estimulacion puede activar neuronas no-dopaminérgicas del ATV que proyectan directamente al
nucleo accumbens (Swanson, 1982) o incluso activar la amigdala, que dispone de proyecciones
dirigidas también al nucleo accumbens (Kelley et al., 1982; Phillips, Ahn & Howland, 2003). En
cualquier caso, lo mas relevante de este nuevo modelo seria la alternativa de que la sefial de
recompensa puede ser enviada a través de vias no dopaminérgicas, unas vias que podrian ser

moduladas, de alguna manera, por la dopamina existente en el nicleo accumbens.

MODELO A

Nicleo Dopamina
Accumbens

T ——

ATV

MODELO B

o )\N\
Nucleo

Accumbens Dopamina

N po. / /f

Figura 3. Representacion gréfica de las dos hipétesis sobre la funcion de la dopamina en la recompensa inducida
mediante estimulacion eléctrica del Haz Prosencefalico Medial. A. Modelo segun el cual la sefial de recompensa es
conducida a través de las neuronas dopaminérgicas. B. Un segundo modelo, algo mas complejo, en el que se
considera que la funcion de la dopamina seria modulatoria, y en el que la sefial de recompensa propiamente dicha
no seria dopaminérgica. La via anatémica y el numero de sinapsis del modelo B no son conocidos. Figura adaptada
de Stellar y Rice (1989).
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A través de la estimacién de los periodos refractarios se ha podido caracterizar a las
células y fibras del Haz Prosencefalico Medial. Asi, se ha llegado a la conclusién de que la AEIC
actua despolarizando fibras mielinizadas que transcurren en direccion rostrocaudal (Bielajew &
Shitzgal, 1986, citado por Wise, 1998; Wise & Rompré, 1989; Galllistel et al., 1996; Wise, 2000).
Por su parte, las supuestas fibras dopaminérgicas relevantes para el refuerzo —via Mesolimbica-
proyectan, en direccion rostral hacia el Nucleo Accumbens y tienen velocidades de conduccion
lentas asi como periodos refractarios largos, con un elevado umbral para la activacion directa
(Gallistel, 1983), y que podrian ser activadas indirecta y trans-sinapticamente mediante
conexiones axodendriticas y axosomaticas del Haz Prosencefalico Medial en el Area Tegmental

Ventral o incluso en localizaciones mas caudales (Wise, 1996; 1998).

Algunos de los axones descendentes del Fasciculo Prosencefalico Medial, mencionado
mas arriba, proyectan no sélo al mesencéfalo sino también hacia localizaciones mas caudales.
Podrian también actuar activando indirectamente neuronas de la Via Mesolimbica a través de
conexiones colinérgicas desde la Zona Pedunculopontina (ntcleo tegmental pedindulopontino y
nucleo tegmental laterodorsal) hacia el ATV, tal y como han propuesto algunos autores,
basandose en la repercusién que tiene sobre la conducta de AEIC el bloqueo farmacoldgico de
los receptores de acetilcolina en el nucleo tegmental pedindulo pontino (Yeomans et al., 1993;
Yeomans & Baptista, 1997; Wise, 1998).

Péptidos opiaceos

Existen altos niveles de opiaceos en el ATV, desde donde podrian activar células
dopaminérgicas, posiblemente mediante la desinhibicion GABAérgica o de mecanismos
autorreceptores dopaminérgicos (Kelley et al., 1980). Vista la importancia otorgada al sistema
dopaminérgico en la conducta de autoestimulacién, no es sorprendente que la AEIC pueda ser
incrementada mediante la inyeccion de opiaceos en el ATV (Broekkamp & Phillips, 1979; Singh
et al., 1994). Sin embargo, la administracion sistémica de opiaceos causa una reduccion inicial
dosis-dependiente en la conducta de autoestimulacién, seguida por un incremento (Lorens,
1976; Hand & Franklin, 1985; Duvauchelle et al., 1996; 1997). Es mas, este efecto facilitador de
los opiaceos sobre la conducta de autoestimulacion puede ser bloqueado mediante antagonistas
dopaminérgicos (Ettenberg & Duvauchelle, 1988; Duvauchelle et al., 1996). Sin embargo, el
efecto de los antagonistas kappa sobre la autoestimulacion es contradictorio, e igual sucede con

los diferentes agonistas kappa que a veces presentan efectos opuestos (Singh et al., 1994;
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Todtenkopf et al., 2004), si bien en estos estudios se utilizan frecuentemente procedimientos

muy diferentes.

Por otra parte, los estudios que examinan el desplazamiento de la curva dosis-
respuesta, indican un incremento en la recompensa con bajas dosis de morfina (2.5 a 5 mg./kg),
mientras que dosis mas altas (10mg./kg.) provocan un incremento en el umbral o, lo que es lo
mismo, una reduccién de la recompensa (Glick et al., 1982; Van Wolfswinkel, Seifert & Van Ree,
1985). En este sentido, la abstinencia opiacea provocada mediante la administracion de
naloxona produce un incremento en los umbrales de AEIC (Schaefer & Michael, 1986). Mas aun,
en muchas ocasiones la simple administracién de naloxona puede por si misma incrementar el
umbral de autoestimulacién y reducir la respuesta de AEIC (Ichitani et al., 1985; Schaefer &
Michael, 1985a; 1988; Van Wolfswinkel & Van Ree, 1985; Easterling & Holtzman, 2004).

También la administracion de otros péptidos, como la somatostina y la neurotensina, han

provocado una reduccion en la AEIC del Haz Prosencefalico Medial (Singh et al., 1997b).

GABA y benzodiacepinas

Los antagonistas GABA, sistémicamente administrados, como la bicuculina y la
picrotoxina, producen una reduccién de la AEIC (Kent & Fedinets, 1976) vy, en el caso de la
ultima, se provoca un incremento en el umbral de AEIC (Zarevics & Setler, 1981). En otros casos
se ha observado también que la administracion sistémica de agonistas GABA puede reducir la
recompensa inducida por AEIC (Zarevics & Setler, 1981), lo cual ha hecho pensar que en
algunos de estos casos puede que los farmacos GABAérgicos no estén actuando directamente
sobre los receptores GABA (Stellar & Rice, 1989).

Por otra parte, los resultados obtenidos con diazepam y otros ansioliticos sugieren que
este tipo de sustancias reducen la aversion que a veces se asocia a la estimulacién del Haz
Prosencefalico Medial (Panksepp et al., 1970; Gerhardt & Liebman, 1981; Gerhardt et al., 1982;
Stellar & Rice, 1989), facilitando asi la recompensa derivada de la AEIC (Ichitani et al., 1985). De
esta manera, es posible que los farmacos que atentan el impacto aversivo de la AEIC puedan

causar un aparente incremento en las medidas comportamentales de recompensa.
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Finalmente se han descrito efectos tanto facilitadores como inhibitorios de la AEIC en el
caso del etanol (Carlson & Lydic, 1976; Lorens & Sainati, 1978) y de los barbitdricos (Stellar &
Rice, 1989).

Acetilcolina

En cuanto a la participacion de la acetilcolina en la AEIC (Yeomans & Baptista, 1997),
algunos resultados sugieren que la activacibn muscarinica inhibe la conducta de
autoestimulaciéon mientras que, por el contrario, la nicotinica parece incrementarla (Newman,
1972; Stellar & Rice, 1989; Chen et al., 2006).

Serotonina

El estudio de la implicacién del sistema serotoninérgico en la AEIC ha revelado que ésta
puede depender en gran medida de la region cerebral que se haya activado eléctricamente
(Stellar & Rice, 1989). Asi, la administracién de PCPA, un inhibidor de la sintesis de serotonina,
0 las lesiones neurotdxicas serotoninérgicas, incrementan la AEIC en algunos estudios (Gibson
et al., 1970; Poschel et al., 1974) y la reducen en otros (Phillips et al., 1976; Miliaressis, 1977;
Van der Kooy et al., 1977; 1978). La AEIC en los nucleos del rafé medial (Miliaressis, 1977) y
dorsal (Van der Kooy et al., 1978), en el hipocampo (Van der Kooy et al., 1977) y en el nlcleo

caudado (Phillips et al., 1976) puede verse deteriorada tras la administracion de PCPA.

Drogas de abuso

En general, los resultados obtenidos en los estudios neurofarmacoldgicos apuntan a que
las sustancias con potencial de abuso reducen el umbral de autoestimulacién o facilitan la
conducta de autoestimulacién, como es el caso de la morfina (Glick et al., 1982; Van
Wolfswinkel, Seifert & Van Ree, 1985; Easterling et al., 2000) y diversos agonistas opiaceos
(Singh et al., 1994), MDMA / éxtasis (Reid et al., 1996), anfetamina (Franklin & Robertson, 1980;
Gallistel & Karras, 1984), cocaina (Reid et al., 1993; Tomasiewic et al., 2008; Heméandez et al.,
2010; Straub et al., 2010), nicotina (Clarke & Kumar, 1984; Yeomans & Baptista, 1997), cafeina
(Mumford et al., 1988), efc., al tiempo que se observa una interesante correlacién entre la

capacidad de la droga para reducir los umbrales de autoestimulacién y su potencial de abuso
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(Kucharski et al., 1983; Koob & LeMoal, 2006). Este efecto sinérgico de las drogas de abuso
sobre la AEIC podria sugerir que las drogas adicitivas y la AEIC activan circuitos de refuerzo

cerebral comunes.

7. FARMACOLOGIA DE LA CONDUCTA AVERSIVA Y LA ESTIMULACION ELECTRICA
INTRACEREBRAL AVERSIVA.

Dopamina

El estudio de la implicacién dopaminérgica en los sistemas cerebrales de la aversion se
ha centrado en regiones cerebrales relacionadas particularmente con la via dopaminérgica
mesolimbica, esto es en el ATV, el nicleo accumbens y el cortex prefrontal, y utilizan
principalmente tareas comportamentales de evitacién (Cooper et al., 1974; Neill et al., 1974;
Sanger, 1987; Wadenberg et al., 1990; White et al., 1992; McCullough et al., 1993; Smith et al.,
2002).

En este sentido, diversos estudios han revelado que la administracion de farmacos
neurolépticos genera importantes déficits en conductas instrumentales de evitacion activa (White
et al., 1992; McCullough et al., 1993; Smith et al., 2002) y de escape (Sanger, 1987). Sin
embargo, estos datos deben ser tomados con cautela, pues existe la posibilidad de que los
antagonistas dopaminérgicos puedan provocar un incremento de las conductas de inmovilidad
que interferirian con la ejecucion en este tipo de tareas (Blackburn & Phillips, 1990). En cualquier
caso, se ha demostrado que las lesiones de las neuronas dopaminérgicas inducida mediante la
administracion de 6-OHDA (en regiones como el nucleo estriado) deterioran el aprendizaje de
evitacion activa (Cooper et al., 1974; Neill et al., 1974; Wadenberg et al., 1990).

Por otra parte, diversos estudios han comprobado que una gran variedad de condiciones
aversivas o estresantes pueden incrementar la liberacién de DA en diversas areas cerebrales,
asi como su metabolismo (Salamone, 1994). Gran parte de la evidencia acumulada en este
sentido se ha obtenido mediante la utilizacién de técnicas como registros electrofisiolégicos. Asi,
por ejemplo, D'Angio y colaboradores (1987) detectaron un incremento en los niveles de
dopamina al someter a los animales a manipulaciones tales como el simple pinzamiento de la
cola. Por otra parte, también se han constatado cambios en la actividad dopaminérgica en

respuesta a estimulos auditivos (Guarraci & Kapp, 1999) y olfatorios (Besson & Louilot, 1997;
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Louilot & Besson, 2000) aversivamente condicionados, asi como en respuesta a estimulos
“salientes” no recompensantes (Horvitz et al, 1997; Horvitz, 2000).

A través de la utilizacion de técnicas de microdialisis y deteccion de metabolitos se ha
destacado también la participacion dopaminérgica en el procesamiento aversivo (Salamone,
1994). Asi, se han detectado incrementos dopaminérgicos en distintas localizaciones cerebrales
en respuesta a estimulos estresantes como el pinzamiento de la cola (Cenci et al., 1992; Di
Chiara et al., 1999), la inmovilizacién (Imperato et al., 1992; Doherty & Gratton, 1997), el
handling (manipulacion de los animales) prolongado (Cenci et al., 1992; Fuchs et al., 2005), la
administracion de farmacos ansiogénicos (McCulloug & Salamone, 1992), la inmersién (Young et
al., 2005), la administracion de corriente eléctrica de indole aversiva (Thierry et al., 1976; Deutch
et al., 1985; Kalivas & Abhold, 1987; Inoue et al, 1994; Wilkinson et al., 1998) y en respuesta a
estimulos aversivamente condicionados (Deutch et al., 1985). Asi pues, tomando en conjunto los
resultados de estos estudios se puede concluir que la magnitud del incremento dopaminérgico
depende de la severidad del estimulo aversivo aplicado (Salamone, 1994).

Por otra parte, también existen pruebas experimentales que relacionan al sistema
dopaminérgico con el aprendizaje aversivo gustativo. Por ejemplo, diversos estudios han
demostrado que la administracion de 6-OHDA dificulta el desarrollo de condicionamiento
aversivo gustativo (Lorden et al., 1980; Reilly &Trifunovic, 2000b). Estudios mas recientes han
asociado los receptores D1y D2 con la participacién dopaminérgica en el aprendizaje aversivo
gustativo (Fenu et al., 2001; 2005).

También se ha puesto de manifiesto la implicacién de este sistema de neurotransmision
en el llamado condicionamiento de aversiones hacia un lugar, ya que la administracién de
haloperidol reduce significativamente la aversién espacial inducida experimentalmente mediante
la administracion de farmacos ansiégenos (Di Scala & Sandner, 1989).

En seres humanos y mediante técnicas de RMf, se ha demostrado la implicacién
dopaminérgica en el procesamiento aversivo y, mas concretamente, durante la anticipacion de
un evento molesto (Jensen et al., 2003).

Por ultimo, se ha observado una mayor liberacion de DA en el nlcleo accumbens
durante las conductas de escape inducidas mediante estimulaciéon eléctrica hipotalamica,
liberacién que, sin embargo, no ocurre cuando se impide el escape (Rada et al., 1998). Es mas,
recientemente se ha demostrado que las neuronas dopaminérgicas situadas en el area dorsal
del ATV podrian estar implicadas en el procesamiento de la recompensa mientras que las del
area ventral podrian dedicarse al procesamiento de estimulos aversivos, lo cual sugiere que el

ATV podria incluir dos sistemas dopaminérgicos anatémica y funcionalmente diferentes
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(Brischoux et al., 2009). A la luz de estos nuevos resultados, se ha propuesto que la liberacion
dopaminérgica posterior al consumo de drogas de abuso podria estar relacionada con una
reaccion aversiva a estas sustancias toxicas (Schmidt et al., 2009). Desde esta nueva propuesta,
seria relevante determinar las areas cerebrales dopaminérgicas implicadas en el procesamiento
de estimulos aversivos y su coincidencia o diferenciacion anatémica con respecto a areas

implicadas en el procesamiento de la recompensa.

En resumen, la bibliografia disponible nos ofrece una gran uniformidad experimental en
este campo, destacando una clara implicacién del sistema dopaminérgico en el procesamiento
aversivo, aunque apenas existen estudios que hayan analizado la implicacién de la dopamina en
los procesos de estimulacion eléctrica intracerebral aversiva. Sélo se dispone de algunos
estudios que han demostrado que la estimulacion eléctrica aversiva de los coliculos inferiores
induce un incremento significativo de la dopamina extracelular en el nicleo basolateral de la

amigdala y en el cortex frontal (Macedo et al., 2005a; 2005b).

Opiaceos

Existen pruebas experimentales que sugieren que los opiaceos pueden ejercer un papel
modulatorio en el sistema cerebral de la aversion (Brandao et al., 1999; Coimbra et al., 2000).
Asi, se ha comprobado que microinyecciones de dosis bajas de morfina en la sustancia gris
central inhiben de manera dosis-dependiente las consecuencias aversivas de su estimulacion
(Jenck et al., 1983; 1986), mientras que la utilizaciéon de dosis méas altas induce activacion
conductual y conductas de escape, una reacciéon muy similar a la observada tras la estimulacién
eléctrica de esta area anatémica o la administracion de antagonistas GABA (Motta & Brandao,
1993).

Es mas, al examinar los receptores opiaceos que podrian estar implicados en este efecto
aversivo inducido por las dosis altas de morfina, se ha puesto de manifiesto que este efecto
puede ser inducido tanto mediante la administracion de antagonistas mu como de agonistas
kappa (Motta & Brandao, 1993; Motta et al., 1995; Sante, Nobre & Brandao, 2000). Esta
interpretacion es consistente con el papel atribuido a cada uno de estos receptores opiaceos en
el procesamiento aversivo, a saber, mientras que los agonistas de los receptores p suelen
causar efectos antiaversivos, los agonistas k provocan estados aversivos (Shippenberg & Herz,
1987; Shippenberg et al., 1988c; Mansour et al., 1995).
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Por su parte, la naloxona, administrada tanto periférica como centralmente, incrementa
los umbrales de las conductas de inmovilidad y de lucha inducidas mediante la estimulacion
eléctrica del coliculo inferior (Coimbra et al., 2000). Igualmente, antagonistas tanto mu como
kappa también consiguen incrementar el umbral para conductas defensivas y de escape
inducidas mediante la estimulacion eléctrica de esta misma estructura cerebral (Osaki et al.,
2003).

Se ha comprobado también que la administracion de dosis bajas de agonistas mu y
kappa también elevan los umbrales de escape, inhibiendo la aversién inducida por estimulacion
del nucleo reticular gigantocelular, efecto que puede anularse utilizando naloxona (Carr et al.,
1982).

Neuropéptidos no opiaceos

La implicacion de los neuropéptidos en el procesamiento de la reaccién defensiva no ha
sido muy estudiada, aunque existen datos de que la administraciéon de sustancia P induce
efectos aversivos (Hall et al., 1987), un neuropéptido que, por otra parte, ha sido localizado en la
sustancia gris central (Skirboll et al., 1983; Sandner et al., 1992; Motta & Brandao, 1993; Motta et
al., 1995).

También la colecistoquinina (CCK) esta presente en la sustancia gris central (Skirboll et
al., 1983; Rattray et al., 1992) y podria estar implicada en funciones relacionadas con la aversién
inducida mediante estimulacion eléctrica. De hecho, estudios en seres humanos demuestran que
la administracion de agonistas CCK provoca estados de panico (Flint et al., 1998), con

manifestaciones comportamentales similares a las de la estimulacion eléctrica aversiva.

GABA y benzodiacepinas

La administracion de benzodiacepinas en el mesencéfalo dorsal suprime las conductas
de escape inducidas mediante estimulacion eléctrica intracerebral (Bovier et al., 1982; Brandao
et al., 1982; Depoortere et al., 1990a; Gomita et al., 1991; 2003; Melo et al., 1992). Asimismo,
existen pruebas que han puesto de manifiesto una interaccién entre el efecto anti-aversivo de las
benzodiacepinas y el sistema GABAérgico en el mesencéfalo dorsal. De hecho, las
microinyecciones de agonistas GABA en esta region tienen efectos similares a los observados
con los tranquilizantes menores (Bovier et al., 1982; Pandossio & Brandao, 1999), mientras que

el efecto de los antagonistas GABA, como bicuculina y picrotoxina, inducen conductas de lucha
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y respuestas autondmicas caracteristicas de las reacciones defensivas (Brandao et al., 1982), al
tiempo que inhiben el efecto antinociceptivo de las benzodiacepinas (Gomita et al., 1991; 2003).
Todos estos estudios concluyen que el incremento en la neurotransmision GABAérgica en las
estructuras del mesencéfalo causa efectos antiaversivos, mientras que el bloqueo de este
sistema induce manifestaciones conductuales aversivas y neurovegetativas, lo cual sugiere que
el sistema GABA-benzodiacepinico podria ejercer un efecto inhibitorio tonico en este sustrato

neural de la aversion.

Acetilcolina

La presentacién de estimulos gustativos aversivamente condicionados induce un
incremento de la acetilcolina en el nicleo accumbens (Mark et al., 1995). Asimismo, la
estimulacion eléctrica de indole aversiva en el hipotalamo induce un incremento también de la
acetilcolina en el nlcleo accumbens de los animales motivados para escapar de dicha
estimulacion, un incremento que se anula al permitir a los animales ejecutar las conductas de
escape (Domino et al., 1975; Rada & Hoebel, 2001). Este hecho, junto con el incremento de DA
en este nucleo durante las conductas de escape, pero no cuando se impide el escape de la
estimulacion hipotalamica (Rada et al., 1998), ha llevado a estos autores a proponer la existencia
de un sistema de balance dopaminérgico-acetilcolinico en el nicleo accumbens implicado en las
conductas de evitacion (Hoebel et al., 2007). Concretamente, Hoebel y colaboradores (2007)
proponen funciones opuestas para la dopamina y la acetilcolina del nicleo accumbens en el
control de los sistemas GABAérgicos relacionados con las conductas de aproximacion-evitacion.
En oposicion a la liberacion de dopamina, que correlaciona con diversas conductas de
aproximacion (Garris et al., 1999; Kilpatrick et al., 2000; Phillips et al., 2003; Roitman et al.,
2004a; Lecca et al., 2007a; b), la liberacién de acetilcolina acompafia a la saciedad alimenticia, el
aprendizaje aversivo gustativo y estimulacién eléctrica intracerebral de indole aversiva (Domino
et al., 1975; Rada & Hoebel, 2001; Avena, Rada & Hoebel, 2007). Asimismo, la acetilcolina
puede contrarrestrar las conductas de aproximacién compulsivas mediadas por una excesiva
liberacién de dopamina, como ocurre durante la abstinencia de drogas de abuso y azlcar
(Hoebel et al., 2007).

La dopamina en el nlcleo accumbens estimula el apetito o, al menos, las conductas de
busqueda de alimento, mientras que los antagonistas dopaminérgicos provocan un breve

incremento, seguido de una reduccion gradual de este tipo de comportamientos (Wise et al.,
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1978; Wise, 2006). Ademas, en animales con peso normal, el nivel de acetilcolina va
aumentando en el nucleo accumbens a medida que la ingesta de alimento progresa, lo cual no
ocurre si el animal esta bajo peso (85% del peso normal), sugiriendo un papel central en el paso

a un estado de saciedad (Hoebel et al., 2007).

Serotonina

Los mecanismos serotoninérgicos han recibido una gran atencion en la bibliografia
dedicada al estudio de las bases neurobiolégicas del miedo. A nivel mesencefalico, el nlcleo
medial del rafé ha sido implicado en el control del miedo condicionado, mientras que el nicleo
dorsal del rafé regula las respuestas incondicionadas originadas al aplicar estimulacion eléctrica
aversiva (Avanzi et al., 1998). Numerosos datos experimentales atribuyen a la 5-HT un papel
inhibitorio sobre el miedo incondicionado. Asi, la inhibicién de la sintesis serotoninérgica facilita
las respuestas de escape inducidas mediante estimulacién, mientras que la administracién de
antagonistas serotoninérgicos acelera el ritmo al que el animal presiona el pedal para
desconectar la estimulacion de la sustancia gris central o los coliculos inferiores (Kiser et al.,
1978b; Clarke & File, 1982; Brandao et al., 1999; Maisonnette et al., 2000). Por el contrario, la
administracion de 5-HT, agonistas, y bloqueadores de la recaptacion inhiben el escape de la
estimulacion aversiva (Graeff et al., 1986; Melo & Brandao, 1995).

En relacion con lo anterior, se ha propuesto un mecanismo serotoninérgico dual en
algunas estructuras del sistema neurobiologico aversivo, de modo que, por ejemplo, la influencia
serotoninérgica en el nucleo basolateral de la amigdala seria de naturaleza inhibitoria, mientras
que seria excitatoria en el nlcleo central (Macedo et al., 2002). Mas aun, las lesiones del nicleo
basolateral reducen los umbrales de la respuesta aversiva inducida por estimulacion eléctrica del
coliculo inferior, mientras que las lesiones del nlcleo central los incrementan (Maisonnette et al.,
1996).

Por otra parte, se ha demostrado que los bloqueadores serotoninérgicos inhiben también
la analgesia inducida mediante estimulacion eléctrica del coliculo inferior y de la sustancia gris
central (Akil & Liebeskind, 1975; Castilho et al., 1999). Asimismo, se ha podido diferenciar
anatomicamente entre la region dorsal de la sustancia gris central, méas relacionada con la
induccion de efectos aversivos (Kiser et al., 1978a), y la region ventral, mas implicada en los
estudios que generan analgesia (Akil & Liebeskind, 1975; Kiser et al., 1978b). Sin embargo, se
ha comprobado que en el caso de la sustancia negra, existen altas correlaciones entre el efecto

aversivo y la analgesia inducida por estimulacion eléctrica de baja intensidad, un hecho que ha
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conducido a proponer que el efecto analgésico sea secundario al caracter estresante o aversivo
de la estimulacion (Prado & Roberts, 1985), aunque también esta la posibilidad de que se activen

a la vez, conjuntamente.

Aminoéacidos excitatorios

Existen numerosas pruebas que indican que los aminoacidos excitatorios participan de
una manera esencial en las reacciones somaticas y autondémicas propias de las conductas
defensivas (Bandler & Carrive, 1988; Depaulis et al., 1989; Zhang et al., 1990). De hecho,
microinyecciones de agonistas NMDA en el coliculo inferior provocan un patrén (dosis-
dependiente) de conductas defensivas muy similar al que se produce incrementando
gradualmente la intensidad de la corriente eléctrica en esta estructura (Cardoso et al., 1994).
Inicialmente los animales muestran conductas de alerta, tras dosis intermedias se constata una
inmovilidad moderada, que progresa hacia una intensa activacion conductual al administrar dosis
elevadas. Por su parte, las microinyecciones de glutamato en el coliculo inferior, activando
principalmente los receptores AMPA-Kainato, inducen reacciones aversivas que se caracterizan
también por su inmovilidad, si bien ahora no se observa activacion conductual intensa
(Pandossio & Brandao, 1999).

En resumen, los datos disponibles sugieren que los coliculos inferiores, los coliculos
superiores y la parte dorsal de la sustancia negra participan en el procesamiento de los estados
motivacionales aversivos subyacentes a las manifestaciones autonémicas, motoras vy
conductuales de la reaccion de defensa. Este sustrato neural de aversion en el mesencéfalo
dorsal puede ser modulado por mecanismos GABAérgicos, serotoninérgicos, neuropeptidicos,

opiaceos y glutamatérgicos.

8. DOPAMINA, OPIACEQS Y CONDUCTA MOTIVADA

8.1. LA ViA DOPAMINERGICA MESOLIMBICA.

El sustrato neuroanatdémico mas estudiado con respecto a la recompensa cerebral ha
sido la via dopaminérgica mesolimbica, una via que se dirige desde el area tegmental ventral al
nucleo accumbens (Vetulani, 2001; Fernandez-Espejo, 2002; Ma et al., 2009; Koob & Volkow,
2010), y que aparece representada graficamente en la siguiente figura:
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Figura 4. Representacion grafica de la via dopaminérgica mesolimbica y de los principales lugares de accion
de las distintas drogas de abuso. Figura adaptada de Nestler, Hyman y Malenka (2009).

En los ultimos tiempos, el estudio de la via dopaminérgica mesolimbica se ha centrado
sobre todo en el anélisis de su papel en el desarrollo y mantenimiento de la adiccién a las drogas
de abuso. En general, se produce un incremento en la dopamina de este sistema al administrar
drogas de abuso a los animales (Di Chiara & Imperato, 1988; Pothos et al., 1991; Tanda et al.,
1997; Shippenberg & Elmer, 1998; Camarero et al., 2002; Fernandez-Espejo, 2002; Cadoni et
al., 2005; Koob & LeMoal, 2006; Pierce & Kumaresan, 2006; Aragona et al., 2008; Ma et al.,
2009). Inicialmente, estos datos fueron interpretados en el sentido de que este neurotransmisor
estaria relacionado con el procesamiento hedénico positivo (Ungless, 2004). Sin embargo,
resultados posteriores han convertido esta cuestion en un tema muy debatido (Wise, 2004; Koob
& Volkow, 2010).

32



we=_Dopamina
=== QOpiaceos

Bl Receptores nicotinicos
=== Aferencias del N. Acc.

Eferencias del N. Acc.

Figura 5. Representacion esquematica de los sistemas de recompensa cerebral implicados en la accion de
las distintas drogas de abuso. Las lineas rojas discontinuas representan las aferencias glutamatérgicas del
Nucleo Accumbens (N. Ac.). Las lineas moradas representan las eferencias del N. Ac. que estarian implicadas en la
recompensa. Las lineas azules mas gruesas muestran la via dopaminérgica mesolimbica. Como se aprecia en la
figura, las neuronas del Area Tegmental Ventral (ATV) proyectan al N. Ac., pero también a otras estructuras como al
Caudado-Putamen, al Tubérculo Olfatorio o a la Amigdala. Las lineas marrones indican las neuronas opiaceas, lo
que podria sugerir que estos sistemas estan implicados en la recompensa inducida por los opiaceos, el alcohol y,
posiblemente, la nicotina. Las areas en amarillo sefialan la distribucién aproximada de los receptores GABA(A),
posiblemente mediadores de la recompensa sedativa o hipnética del etanol. En verde oscuro se pueden observar
los receptores nicotinicos, localizados en neuronas glutamatérgicas, opiaceas y dopaminérgicas. Abreviaturas: AC:
Comisura Anterior; ARC: Nucleo Arqueado; Cer: Cerebelo; DMT: Talamo Dorsomedial; FC: Cortex Frontal; Hippo:
Hipocampo; IF: Coliculo inferior; LC: Locus Coeruleus; LH: Hipotalamo Lateral; OT: Tracto Olfatorio; PAG: Sustancia
Gris Central; RPn: Nucleo del Rafé; SC: Coliculo Superior; SNr: Sustancia Negra pars reticulata; VP: Palidum
Ventral. Figura tomada de Nestler, Hyman y Malenka (2009).

Parece bien establecido, sin embargo, que las sustancias psicoestimulantes (anfetamina,
cocaina) suelen inducir un incremento directo de la liberacion de dopamina en esta via, bien a
través de la inhibicion del trasportador de la dopamina (las dos sustancias mencionadas) o bien
mediante el incremento de la exocitosis en el caso de las anfetaminas (Heikkila et al., 1975; Ritz
et al., 1987; Volkow et al., 1997; Aragona et al., 2008; Thomsen et al., 2009). Los opiaceos, por
su parte, actian sobre receptores opioides tipo | que inhiben a las interneuronas gabaérgicas,
favoreciendo asi la activacion de las neuronas dopaminérgicas del ATV (Johnson & North, 1992;
David et al., 2008; Zhang et al., 2008; Dacher & Nugent, 2010; Madhavan, Bonci & Whistler,
2010). Con respecto a la nicotina, ésta parece actuar directamente sobre los receptores
nicotinicos localizados en las neuronas del ATV y presinapticamente en el nlcleo accumbens,
estimulando la actividad dopaminérgica mesolimbica (Watkins et al., 2000; Mameli-Engvall et al.,

2006). En el caso de los cannabinoides, la accion de estos productos se ejerceria a través de los
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receptores CB1 localizados igualmente en las neuronas dopaminérgicas del ATV asi como del
nucleo accumbens, entre otras areas cerebrales (Iversen, 2003). La fenciclidina (PCP) y la
ketamina aumentan la liberacion de glutamato en el ATV y, por lo tanto, estimulan las neuronas
dopaminérgicas (Camarero et al., 2002; Cadoni et al., 2005; Nestler, Hyman & Malenka, 2009).
Finalmente, sustancias como las benzodiacepinas y el alcohol actuan sobre receptores GABA(A)
situados en el ATV, el nlcleo accumbens y la corteza prefrontal y que, a su vez, modulan la
actividad dopaminérgica sobre dichas areas (Enoch, 2008; Xiao & Ye, 2008; Tan et al., 2010). En
cualquier caso, este sistema neuroquimico ha sido relacionado también con estructuras
troncoencefalicas y asi, por ejemplo, el nlcleo accumbens esta reciprocamente conectado con
nucleo tegmental pedunculo pontino, una region situada rostralmente al complejo parabraquial y
con el cual se fusiona casi imperceptiblemente (Saper & Loewy, 1982). Mas adn, recientemente
se ha demostrado que algunas de estas areas caudales implicadas en conductas de refuerzo
estan interconectadas entre si, como es el caso de la interrelacion entre el ATV y el complejo
parabraquial (Coizet et al., 2010; Tokita et al., 2010).

8.2. FUNCIONES DE LA DOPAMINA EN EL PROCESAMIENTO DE LAS MANIFESTACIONES
DE RECOMPENSA.

Aunque en general se piensa que las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo
desempefian una funcion esencial en el procesamiento de la recompensa, existen propuestas
alternativas segun las cuales estas neuronas podrian ser activadas por cualquier estimulo
destacado (o0 “saliente”), recompensante o no (Horvitz et al, 1997; Horvitz, 2000; Wise, 2004).

En efecto, las primeras hipdtesis sobre el papel de la dopamina en el desarrollo de las
conductas motivadas atribuian a este neurotransmisor la valoracion heddnica positiva de los
estimulos (Wise, 1982; Ungless, 2004), al tiempo que se consideraba que el efecto inducido a
través de neurolépticos seria semejante a un efecto de extincion (Wise, 1982). Las propuestas
de este Modelo General de Anhedonia (Wise, 1982) se apoyaban en evidencias experimentales
que mostraban una mayor liberacion de dopamina en tareas experimentales que incluian la
presentacion de reforzadores tanto naturales, por ejemplo la presentacion de alimento o un
compariero sexual (Ghiglieri et al., 1997; Bassareo & Di Chiara, 1999; Phillips, 2003; Roitman et
al., 2004a; Rodriguez & Pellicer, 2010), como artificiales, las drogas de abuso (Di Chiara &
Imperato, 1988; Pothos et al., 1991; Tanda et al., 1997; Shippenberg & Elmer, 1998; Camarero et
al., 2002; Fernandez-Espejo, 2002; Zarrindast et al., 2003; Cadoni et al., 2005; Koob & LeMoal,
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2006; Pierce & Kumaresan, 2006; Aragona et al., 2008; Ma et al., 2009) o incluso la estimulacion
eléctrica intracerebral (Garris et al., 1999; Kilpatrick et al., 2000; Hernandez et al., 2008;
Hernandez & Shizgal, 2009).

Un analisis funcional méas detallado de las neuronas dopaminérgicas revelaba que éstas
suelen exhibir una rapida y breve actividad en respuesta a estimulos recompensantes
inesperados o también ante estimulos inesperados que predicen una recompensa. Por el
contrario, la presentacién de una recompensa esperada, no genera una respuesta aprenciable
en las neuronas dopaminérgicas (Mirenowicz & Schultz, 1994). Por su parte, la ausencia de una
recompensa esperada provoca una inhibicion de las neuronas dopaminérgicas (Tobler et al.,
2005). En otras palabras, las neuronas dopaminérgicas generan respuestas fasicas y de corta
latencia cuando se produce una discrepancia entre las recompensas actuales y las previstas
(Schultz, 2002). Mas aun, en un estudio reciente se sugiere la relevancia de la dopamina en la
atribucién de propiedades de incentivo (mas que predictivas) a los estimulos condicionados o
claves de recompensa (Flagel et al., 2011).

El analisis del patrén temporal de la actividad de las células dopaminérgicas durante el
desarrollo del Condicionamiento Clasico muestra que las recompensas primarias generan
activacion neural durante los periodos iniciales de aprendizaje, una activacién que disminuye
progresivamente a lo largo del desarrollo del aprendizaje y va siendo transferida al estimulo
condicionado que predice la recompensa (Mirenowicz & Schultz, 1994; Flagel et al., 2011). Es
decir, durante la fase de adquisicion del aprendizaje, tanto las recompensas como los estimulos
condicionados relacionados elicitan una respuesta. Sin embargo, una vez establecido el
aprendizaje, la activacion sélo se observa durante la presentacion de los estimulos
condicionados (Ljungberg, Apicella & Schultz, 1992; Schultz, Apicella & Ljungberg, 1993; Flagel
et al, 2011). Este patréon temporal ha sido comprobado a través de diversos estimulos
condicionados (Schultz, 2002) y pone de manifiesto su importancia para facilitar el
procesamiento neural y el aprendizaje de reacciones conductuales (Ljungberg et al., 1992).

Dentro de este planteamiento tedrico relacionado con la dopamina, debemos destacar
los intentos recientes para integrar estos resultados dentro de las teorias psicolégicas de la
motivacién (Schultz, 2006). En este sentido, se ha comprobado que el concepto de “error de
prediccion” resulta facilmente compatible con el comportamiento de las neuronas
dopaminérgicas que se ha descrito hasta ahora. Este concepto tedrico deriva de observaciones
experimentales segun las cuales las recompensas, por el hecho de ser previstas, suelen perder
fuerza asociativa o, lo que es lo mismo, dejan de contribuir al aprendizaje, aunque se den los

requisitos de contigliidad temporal y contingencia (Rescorla & Wagner, 1972). Asi, el grupo de
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Schultz descubrié que las neuronas dopaminérgicas responden ante los estimulos condicionados
solo en el caso de que estén asociados a recompensas no previstas, sin que se observe
actividad dopaminérgica tras la presentacion de estimulos asociados a recompensas predichas y
que, por lo tanto, no generan error de prediccion (Waelti et al., 2001).

Al analizar temporalmente la liberacién de dopamina durante la realizacién de una tarea
instrumental (presién de una palanca para conseguir una recompensa), Roitman y colaboradores
(2004a) han demostrado que la sefial sensorial que establece el momento de presionar la
palanca para conseguir sacarosa es determinante para evocar la liberaciéon de dopamina con
una corta latencia, aunque era el momento de presion de la palanca el que coincidia con la
maxima liberacidén. Una vez presionada la palanca, y mientras el animal consumia la sacarosa,
ya no se detectaban incrementos en la dopamina, sino que de hecho ésta volvia a los niveles
basales. Este mismo grupo ha demostrado también que en el caso de utilizar cocaina como
reforzador, la liberacion de dopamina extracelular ocurre tanto en los segundo previos al
momento de presionar la palanca como en los siguientes (Phillips et al., 2003). Asimismo, se han
examinado los cambios temporales producidos en la dopamina extracelular y la busqueda de
cocaina, y se ha comprobado que la estimulacion eléctrica del area tegmental ventral incrementa
la probabilidad de presionar la palanca dentro de los 5-15 segundos posteriores a la estimulacion
(Phillips et al., 2003). El hecho de que la dopamina evocada eléctricamente influya en la
conducta facilitando respuestas intrumentales para conseguir cocaina es una prueba
convincente de que la dopamina desempefia un papel decisivo en las conductas de busqueda de
las drogas de abuso. Asi, este grupo ha relacionado el proceso de liberacion de dopamina mas
con la busqueda o accion para conseguir la recompensa que con el procesamiento del impacto

heddnico propiamente dicho (Roitman et al., 2004a).

Por su parte, la liberacién de dopamina en el nlcleo accumbens durante la AEIC (Garris
et al., 1999) es mayor cuando es el experimentador quien administra la estimulacién eléctrica, sin
que se observe liberacion de dopamina durante la autoestimulaciéon propiamente dicha. En
realidad, sdlo se observa en el primer ensayo y luego disminuye, correlacionando su actividad
més con el aprendizaje de la tarea de autoestimulacion con que la valoracion hedonica de la

misma (Owesson-White et al., 2008).

Estos distintos planteamientos sobre la funcion de la dopamina en los procesos de
recompensa resultan aun més controvertidos tras la demostracion de que los animales carentes
de dopamina mantienen su capacidad de valoracion hedénica positiva (Cannon & Palmiter, 2003;

Cannon & Bseiki, 2004). Concretamente, Cannon y Palmiter (2003) han analizado el patrén de la
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ingesta y las preferencias mostradas por ratones (genéticamente manipulados) que carecian de
dopamina. Los resultados obtenidos demuestran que la ausencia casi absoluta de dopamina en
el nucleo accumbens no reduce las reacciones afectivas positivas a la sacarosa. En cualquier
caso, el nivel absoluto de las conductas relacionadas con la recompensa es bajo en este tipo de
ratones mutados (comparado con los controles). Ademas, se observa una mayor incidencia de
respuestas inapropiadas o inefectivas, de manera analoga a los animales normales tratados con
neurolépticos (Mason et al., 1980; Gramling et al, 1984). Sin embargo, aunque el nivel absoluto
de ingesta en este tipo de ratones sea menor que el de los controles, la cantidad y direccién
apropiadas de sus conductas aproximativas a la recompensa sugieren que su motivacion para
obtener refuerzo permanece intacta o al menos parcialmente conservada. Esta observaciéon no
se limita a las preferencias gustativas, sino que también ha sido reproducida con otros estimulos
reforzantes naturales como los referidos al sexo (Ellingsen & Agmo, 2004; Paredes & Agmo,
2004; Agustin-Pavon et al., 2007), o a estimulos condicionados sonoros (Martin-Iverson et al.,
1987)

La probabilidad de que deba atribuirse a la dopamina una funcién mas general se ve
apoyada también por el hecho de que ha sido implicada incluso en el procesamiento de
conductas de caracter aversivo (Lorden et al., 1980; Di Scala & Sandner, 1989; Salamone, 199%;
Rada et al., 1998; Reilly & Trifunovic, 2000b; Fenu et al., 2001; 2005).

En resumen, este conjunto de resultados descritos parecen sugerir que la participacion
de la dopamina en las conductas de recompensa no se limita, como se habia propuesto
originalmente, al procesamiento heddnico de los estimulos. La aparicion de nuevas hipdtesis
sobre su aportacién al desarrollo de las conductas motivadas puede permitir una mejor

comprension de la significacion funcional de este neurotransmisor.

Relevancia incentiva (saliencia o wanting)

Una de las hipo6tesis mas llamativas acerca del papel de la dopamina en el desarrollo de
conductas motivadas es la hipotesis planteada por Kent Berridge y Terry Robinson. Al hablar de
motivacion, estos autores introducen dos conceptos que denominan impacto hedonico -liking- y
conductas de busqueda -wanting- (Berridge, 1996; 2003; Berridge & Robinson, 1998).

Para medir el primer constructo (liking), estos autores suelen utilizar las reacciones
faciales generadas ante la presentacion de distintos estimulos gustativos (Grill & Norgren, 1978;
Treit & Berridge 1990; Berridge 1996; 2000; Berridge & Robinson, 1998; Pecifia & Berridge,
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2005). Un prototipo de reaccion afectiva positiva es la reaccion hedonica al sabor dulce, que se
observa tanto en animales como en seres humanos (Grill & Norgren, 1978).

Por su parte, el concepto wanting (que en castellano podria traducirse libremente por
“querer tener”) podria considerarse como la relevancia incentiva. Berridge propone que este
ultimo proceso psicoldgico es el que, por ejemplo, se activaria con la estimulacion eléctrica del
hipotalamo lateral y de la via dopaminérgica mesolimbica (Berridge & Valenstein, 1991; Berridge
& Robinson, 1998; Berridge, 2003; Flagel et al., 2011). Esta “saliencia” incentiva seria un
constructo de valencia no hedénica, es decir, un proceso que sirve para hacer al estimulo y sus
representaciones mas atractivos y se atribuye, sobre todo, a estimulos condicionados o claves
de recompensa. Da lugar a una busqueda intensa del estimulo e incluso en muchos casos de
manera irracional. Las drogas que realzan el liking también realzan el wanting, por lo que la clave
para estos autores es poder disociar adecuadamente ambos componentes de la conducta
motivada en sus experimentos.

Robinson y Berridge (2003) utilizan también este modelo para explicar la drogadiccion,
atribuyendo esta problematica no sélo a un aprendizaje E-E en si mismo, sino sobre todo a la
respuesta exagerada del sistema motivacional cerebral ante claves condicionadas a las drogas
de abuso (Flagel et al., 2011).

Existen pocas dudas de que las drogas adictivas alteran marcadamente los sistemas
cerebrales. Estos circuitos pueden hacerse sensibles especificamente a los efectos de una
determinada droga o a los estimulos asociados a la droga (Taylor & Robbins, 1984), lo cual
causaria una atribucion de saliencia incentiva patolégica (Di Chiara & Bassareo, 2007; Flagel et
al., 2011). Este proceso de atribucion de saliencia incentiva puede activarse tanto de manera
implicita (el individuo no es consciente) como explicita, un problema fundamental en la transicién
del consumo a la adiccion asi como en la recaida.

Por lo tanto, la conducta motivada comprenderia tanto las reacciones ante estimulos
biolégicamente relevantes y necesarias para la supervivencia como también aquellos
comportamientos realizados para alejarse de estimulos que ponen en peligro 0 amenazan al
individuo (Smith et al., 2002; Phillips, 2003).

En este contexto, estudios recientes han revelado que los ratones mutados
genéticamente y que carecen de dopamina muestran un importante déficit para la busqueda de
la recompensa (wanting) en un laberinto en T (Robinson et al., 2005), un déficit que puede ser
recuperable al restaurar los niveles de dopamina mediante la administracién de L-Dopa

(Berridge, 2005). En este mismo estudio, se demuestra también que el aprendizaje o asociacion
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entre la recompensa y las claves asociadas es todavia posible en ausencia de dopamina. Al
parecer, el mayor déficit provocado por la ausencia de dopamina se genera, una vez mas, en las
respuestas instrumentales aprendidas, ya sean mantenidas por estimulos reforzantes apetitivos

0 aversivos (Smith et al., 2002).

La reactividad emocional o motivacional

Algunas hipotesis tratan de explicar el papel preponderante de la dopamina en la
conducta motivada a través de su posible implicacion en el arousal conductual (Chiodo et al.,
1980), mas pronunciado cuando el organismo responde a estimulos de indole emocional. Desde
este punto de vista, se ha propuesto que la interferencia provocada por las intervenciones
efectuadas sobre la dopamina en las conductas motivadas puede no afectar directamente a la
valencia percibida del estimulo, sino mas bien a la reactividad conductual provocada por los
estimulos de caracter emocional (Salamone, 1992; 1994). De esta manera, el efecto provocado
por la manipulacién dopaminérgica podria tener como consecuencia un cambio en el estado
afectivo que haria menos probable que el organismo pudiera evitar estimulos aversivos y
también que pudiera tener acceso a estimulos apetitivos (Salamone, 1992). En esta propuesta
se introduce el concepto de “anergia”, un efecto que producirian los farmacos neurolépticos
sobre los procesos sensoriomotores complejos y que se manifestarian en forma de
enlentecimiento motor, menor reaccién ante determinados estimulos y sesgo en la seleccién de
respuesta hacia opciones menos costosas (Salamone et al., 1997; Bardgett et al., 2009;
Salamone, 2009). Por su parte, la administracion de agonistas dopaminérgicos, como las
anfetaminas, sesga la eleccion de los animales en el sentido contrario, es decir, hacia las
opciones mas costosas (Bardgett et al, 2009). En resumen, Salamone y sus colaboradores
proponen que la dopamina estaria especificamente implicada en la valoracién costes/beneficios
de ejecutar una accion para conseguir un estimulo relevante (Salamone, 2009).

Para proponer esta hipdtesis, Salamone analiza el papel de la dopamina en las
conductas apetitiva y aversivamente motivadas, destacando la especial relevancia de la
dopamina en las conductas aproximativas o preparatorias mas que en las conductas
consumatorias per se (Chiodo et al., 1980; Everitt, 1990; Salamone, 1992; 1994; Salamone et al.,
1997; Barbano & Cador, 2007).
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Enlentecimiento de la respuesta: ;Interferencias motoras?

La mayoria de los estudios que han analizado el efecto de los antagonistas
dopaminérgicos sobre la conducta instrumental aprendida han puesto de manifiesto un
incremento de la latencia de respuesta (Carli et al., 1985; Spivak & Amit, 1986; White et al.,
1992) o alternativamente un enlentecimiento de la misma (Kirkpatrick & Fowler, 1989). Estas
conclusiones coinciden, al menos parcialmente, con los resultados obtenidos mediante técnicas
lesivas (Robbins & Koob, 1980) y son compatibles con los efectos secundarios motores
inducidos por la mayoria de los antagonistas dopaminérgicos (Zarevics & Setler, 1979; Beninger
et al., 1980a; 1980b; Ettenberg et al., 1980; Fenton & Liebman, 1982; Hamilton et al., 1985;
Pecifia et al. 1997).

En cualquier caso, parece improbable que estos incrementos en la latencia de respuesta
puedan explicarse exclusivamente por inhibicién o problemas motores per se, ya que el efecto
enlentecedor de los neurolépticos puede ser contrarrestado aumentando simplemente la

complejidad o novedad del entorno (Lynch & Carey, 1987).

Otras explicaciones propuestas

Existen otras hipotesis relacionadas y asi, por ejemplo, se ha propuesto que la dopamina
podria representar el sustrato neural responsable del procesamiento de la novedad o de la
expectativa de recompensa (Garris et al., 1999; Phillips, 2003), unas funciones que incluirian

claramente a la dopamina dentro del ambito de las teorias del aprendizaje

8.3. SISTEMAS NEUROQUIMICOS IMPLICADOS EN LA VALORACION HEDONICA DE LOS
ESTIMULOS. EL SISTEMA OPIACEO COMO CANDIDATO.

Las interacciones entre el sistema opiaceo enddgeno y los sistemas dopaminérgicos
estan bien establecidas (Hernandez & Appel, 1980; Bozarth & Wise, 1983; Balcells-Olivero &
Vecina, 1997; Manzanedo, 2001; Santi & Parker, 2001; Kornetsky, 2004). Multiples efectos
opiaceos parecen implicar a los sistemas dopaminérgicos tanto anatdmica como funcionalmente
(Stellar & Rice, 1989), interactuando con ellos en estructuras cerebrales tales como el area

tegmental ventral y el nucleo accumbens, entre otras.
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El sistema opiaceo enddgeno consta de tres tipos de receptores (Herz, 1998): y (mu), &
(delta) y k (kappa). Cada uno de los opiaceos enddgenos tienen afinidad preferencial por un tipo
de receptor: las encefalinas por los receptores delta; la f-endorfina por los receptores delta y mu;
y las dinorfinas A y B por los receptores kappa. Estos receptores opiaceos estan ampliamente
distribuidos en el sistema nervioso central, y se situan particularmente en las estructuras
cerebrales que participan, por ejemplo, en la ingesta alimentaria y la recompensa (Mansour et
al., 1987; Cota et al., 2006). Existe una amplia variedad de antagonistas especificos para cada
uno de los receptores. Por ejemplo, la pentazocina o la nor-binaltorfimina actuan
especificamente sobre los receptores kappa (Crain & Shen, 2007; Chiba et al., 2009); el bromuro
de metilnaltrexona o el CTOP bloquean selectivamente los receptores mu (Sante, Nobre &
Brand&o, 2000; Rotshteyn et al., 2011); y el naltrindole actuaria preferentemente sobre los
receptores delta (Carr & Pappaudouka, 1994; Reid et al., 1993; 1996; Daniel et al., 2009).
También se dispone de un conjunto de antagonistas inespecificos, como la naloxona o la
naltrexona, que pueden bloquear varios tipos de receptores opiaceos al mismo tiempo (Daniel et
al., 2009; Sanchez-Catalan et al., 2009).

Frecuentemente la valoracién hedénica ha sido cuantificada y analizada a través de las
reacciones faciales del individuo ante la administracién de, por ejemplo, diferentes estimulos
gustativos, una reaccion que se ha venido considerando como un buen indice de los procesos
hedénicos centrales (Berridge & Robinson, 1998; Berridge, 2000). En esta linea, diversos
estudios experimentales han demostrado que el sistema neurotransmisor opiaceo podria
participar en la valoracion heddnica positiva (Pecifia & Berridge, 2005), mientras que, por el
contrario, los antagonistas dopaminérgicos tendrian escasa relevancia en estas manifestaciones
conductuales (Treit & Berridge, 1990; Berridge & Robinson, 1998).

Concretamente, se ha comprobado que la administracién de agonistas opiaceos,
especialmente agonistas mu, incrementa la ingesta de alimento, mientras que los antagonistas
opiaceos provocan una reduccion en el consumo, especialmente en el caso de ratas saciadas y
con acceso a alimento apetitoso —palatable- (Levine et al., 1990; Levine, 2006; Barbano & Cador,
2007). Utilizando tareas de condicionamiento gustativo, se ha puesto de manifiesto también que
el bloqueo del sistema opiaceo puede interferir con el desarrollo de preferencias gustativas
(Levine, 2006).

Esta relacién entre los sistemas opidceos y la nutricion ha sido confirmada en
experimentos que emplean estimulacidén eléctrica intracerebral. Es bien sabido que la

estimulacion eléctrica del hipotalamo lateral genera tanto ingesta de alimento y/o agua como
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conductas de autoestimulacién (Olds & Fobes, 1981; Rolls, 1982; 1994; Wise & Rompré, 1989;
Robbins & Everitt, 1999). En estos estudios se ha demostrado que la administracion de naloxona
incrementa los umbrales para inducir ingesta, mientras que afecta en menor medida a los
umbrales de AEIC (Carr, 1996). Por su parte, la administracién de naloxona cuaternaria, una
sustancia que no atraviesa la barrera hematoencefalica, no afecta al umbral de induccién de las
conductas de ingesta, lo cual sugiere que la naloxona ejerce su efecto facilitador directamente en
el Sistema Nervioso Central (Carr & Simon, 1983). Este efecto inhibidor sugiere que el
incremento de los umbrales podria deberse a una reduccion en la palatabilidad percibida. En
este sentido, Wolinsky y colaboradores (1996) han demostrado que, en los animales privados, se
produce una disminucion en el nimero de receptores mu en la amigdala basolateral-basomedial,
en el complejo parabraquial y en la habénula, mientras que sélo en la habénula se observa una
reduccién de los receptores kappa. Un incremento de los receptores kappa ha sido detectado en
el nicleo lecho de la estria terminal, el pallidum ventral, el area predptica medial y el area
parabraquial. Especificamente, Carr y asociados (1999) han demostrado que mientras los
agonistas | exogenos son recompensantes, el bloqueo de la actividad opiacea y enddgena
resulta aversivo. Los agonistas K, por su parte, no son recompensantes pero facilitan la ingesta.
Finalmente, aunque el bloqueo de la actividad opiacea enddégena k puede no resultar aversivo,
suprime la ingesta alimenticia, posiblemente atenuando el componente hedénico inducido por el
sabor. De acuerdo con todos estos datos, parece probable que los receptores y modulen la
recompensa (reward) en general, mediante un efecto directo sobre esta via del refuerzo,
mientras que los receptores Kk, por su parte, modularian selectivamente la ingesta mediante sus
efectos en el circuito aferente gustativo (Carr et al. 1999).

Por ultimo, el bloqueo de la naloxona también puede producirse durante el desarrollo de
preferencias espaciales inducidas mediante estimulos apetitivos naturales, como es el caso de
los estimulos sexuales (Miller & Baum, 1987), el agua o los compafieros de juego (Crowder &
Hutto, 1992b).

Por otra parte, se ha demostrado que los antagonistas opiaceos (naltrexona, naloxona y
diprenorfina) provocan una reduccién significativa en el ritmo de AEIC (Ichitani et al., 1985;
Schaefer & Michael, 1985a; 1988; Van Wolfswinkel & Van Ree, 1985; Bielajew et al., 2003;
Easterling & Holtzman, 2004), si bien esta reduccién fue mucho mas intensa cuando los
animales recibieron un pretratamiento con morfina (Schaefer & Michael, 1986; Easterling &
Holtzman, 2004).

En general, se puede concluir, a través del empleo de muy diferentes técnicas (AEIC,

condicionamiento de preferencia por un lugar y condicionamiento de preferencias gustativas) que
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los agonistas opiaceos actlian mayoritariamente como recompensantes de la conducta (Bozarth
& Wise, 1981; Crowder & Hutto, 1992a; 1992b; Sakoori & Murphy, 2008), mientras que los
antagonistas opiaceos suelen generar efectos aversivos (Stolerman, 1985; Sakoori & Murphy,
2008; Solecki et al., 2009). Este seria el caso de la naloxona, que ejerceria sus efectos aversivos

actuando particularmente sobre los receptores opioides u (Skoubis et al., 2001)

De especial relevancia es la relacion establecida entre los opiaceos endogenos y el
refuerzo/recompensa (reward) cerebral caracteristico de las drogas de abuso (p.e. Carr & Simon,
1983; Kuzmin et al., 1997; Nieto et al., 2002; Contet et al., 2004; Cota et al., 2006). Los opiaceos,
como prototipo de drogas de abuso, ejercen poderosos efectos sobre el estado de animo y la
motivacion, al tiempo que son avidamente consumidos y autoadministrados por los animales de
laboratorio (Bozarth & Wise, 1981). La naloxona, por su parte, suprime la autoadministracién de
cocaina de manera dosis-dependiente, ademas de reducir la preferencia por el compartimento

del laberinto asociado a la droga (Kuzmin et al., 1997).

Tanto los animales como los seres humanos desarrollan conductas dirigidas a metas,
unas acciones que se basan en el conocimiento de la contingencia entre dichas conductas y sus
resultados, y en el conocimiento del valor de esos resultados (Balleine, 1992; Balleine &
Dickinson, 1998; 2002). EI modelo cognitivo que explica las conductas dirigidas a metas (también
llamado “valor de incentivo instrumental”) debe ser diferenciado, sin embargo, de los procesos de
valoracién que se producen cuando se tiene una experiencia con esa meta (liking, reaccion
hedonica). Asi, Cardinal y Everitt (2004) consideran que la dopamina parece ser esencial en los
aspectos motivacionales que promueven la aproximacion a las recompensas, tanto en el caso de
las recompensas demoradas como de la transferencia pavloviana-instrumental o las claves
asociadas a recompensas (Holland & Gallagher, 2004). La dopamina del nicleo accumbens
participaria en la motivacion del sujeto para actuar, un planteamiento que parece coincidir con
las propuestas teéricas descritas anteriormente. Sin embargo, el acto de la valoracién hedonica
de la recompensa en si misma no dependeria de procesos dopaminérgicos, sino que implicaria
mecanismos opioides localizados en la capsula (shell) del nlcleo accumbens y en sistemas que
incluirian el globo palido y el tronco cerebral (Kelley et al., 2002; Cardinal & Everitt, 2004;
Barbano & Cador, 2007). En cualquier caso, para algunos autores, el principal componente de la
recompensa opiacea inducida por la accién de las drogas de abuso se localizaria en el ATV
(Phillips & LePiane, 1980; Bozarth & Wise, 1981; 1983; Madhava et al., 2010). Es aqui donde las
conductas de autoadministracion de morfina se adquieren més répidamente y donde la
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administracion de antagonistas opiaceos atenua en mayor medida la recompensa provocada por
la administracion intravenosa de heroina (Bozarth & Wise, 1981; 1983).

Existe el convencimiento de que las neuronas implicadas en el procesamiento de los
refuerzos naturales (comida, sexo e interacciones sociales) pueden ser activadas, aunque de
manera anomala, por las drogas de abuso (Vetulani, 2001; Kelley & Berridge, 2002),
distorsionanado los circuitos cerebrales de la recompensa, algo que ha venido a llamarse
procesos de “aprendizaje aberrante” (Everitt & Wolf, 2002; Hyman et al., 2006; Koob & Volkow,
2010). Aunque existen diversos circuitos cerebrales implicados en la recompensa cerebral
(Gerrits et al., 2003), y la relevancia de la dopamina es variable, parece probable que el sistema
opiaceo pueda desempefiar una funcion central en el desarrollo de la drogadiccion (Cunningham
& Kelley, 1992; Bryant, Zaki, Carrol & Evans, 2005; Shoblock & Maidment, 2006).

En cualquier caso, no puede olvidarse que el control de la conducta dirigida a metas no
depende exclusivamente de la interaccién de estos dos sistemas neurotransmisores, sino que
supone la participacion de ofros sistemas, particularmente los noradrenérgicos (Goudie &
Demellweek, 1980).

Finalmente, una tematica recientemente planteada y que también implicaria al sistema
opiaceo endogeno, es la relacionada con el potencial de abuso de estas sustancias y su
capacidad para inducir analgesia (Herz, 1998). La denominada “Hipotesis Analgésica Afectiva”
propone que las sustancias analgésicas (no todas) podrian presentar un alto potencial de abuso
a causa del estado de analgesia afectiva e indiferencia al dolor que generan. Ahora, los
estimulos nociceptivos serian incapaces de desencadenar el distrés emocional o estado
motivacional aversivo que normalmente evocan (Franklin, 1998). Conviene destacar al respecto
que los sustratos neurales que subyacen a los efectos analgésicos y reforzantes suelen coincidir
anatomicamente en casos como los de la cocaina y la morfina (Bozarth & Wise, 1981; Manning
et al., 1994; Olmsteaed & Franklin, 1997). De hecho, las drogas con mayor accién analgésica
son también las que muestran un mayor potencial de abuso, y las mas éavidamente
autoadministradas por los animales (Pickens & Harris, 1968; Bozarth & Wise, 1981). Asimismo,
parece bien establecido que los agonistas opiaceos | y los dopaminérgicos D2 serian los
farmacos con mayores propiedades reforzantes (Chaillet et al., 1983; Hoffman & Beninger, 1989)
y, a su vez, los que producen una analgesia mas potente durante el dolor clinico y experimental
(Satoh et al., 1983; Morgan & Franklin, 1991). Estas evidencias experimentales parecen apoyar

en general una potencial interaccion entre el refuerzo cerebral y la analgesia.

44



8.4. ESTIMULOS REFORZANTES NATURALES Y ARTIFICIALES.

La reaccién del organismo ante las recompensas naturales y las drogas adictivas
presentan ciertas similitudes. Estas incluyen el componente hedénico (placer), el deseo o
wanting, y el rapido aprendizaje tanto de claves predictivas (Crowder & Hutto, 1992a; 1992b; Di
Ciano & Everitt, 2004) como de secuencias conductuales dirigidas a su consumo. Sin embargo,
dos son las principales diferencias entre las recompensas naturales y las drogas de abuso y que
resultan decisivas para hacer de la adiccién una conducta de alto riesgo. Por una parte, la
recompensa inducida por las drogas de abuso tiende a ser sobrevalorada a expensas de otras
formas de recompensa (Barr & Phillips, 1999; Di Chiara & Bassareo, 2007; Zhang et al., 2007),
con lo cual se contribuye al desarrollo de conductas compulsivas y a una marcada reduccién de
las metas vitales, esto es, la vida del individuo se reduce a su busqueda y consumo. Por otra
parte, a diferencia de las recompensas naturales, la drogadiccién no incluye ningun propdsito
homeostatico ni reproductivo beneficioso, sino que habitualmente provoca un detrimento de la

salud y el funcionamiento del organismo (Hyman et al., 2006).

Un anélisis general del procesamiento de estos tres tipos concretos de refuerzo
(reforzadores naturales, AEIC y drogas de abuso), permite poner de manifiesto que tanto en el
refuerzo natural (comida, bebida, sexo, etc.) como en la AEIC no se observa sensibilizacién en la
via dopaminérgica mesolimbica ni tampoco se producen efectos conductuales de adiccién. Asi,
cuando la administracion de estos estimulos recompensantes finaliza, el animal “se olvida” de
ellos. Con las drogas de abuso, por el contrario, se produce habitualmente una sensibilizacion a
la dopamina (Cardinal & Everitt, 2004) y los animales pasan a ser dependientes, “quedan
enganchados”. Las recompensas naturales y los estimulos que las predicen generan breves
incrementos de actividad y posteriores pausas en la tasa de disparo de las neuronas
dopaminérgicas. En el caso de las drogas adictivas tales como las anfetaminas y la cocaina se
producen incrementos en los niveles de dopamina sinapticos que perduran durante largos
espacios de tiempo, incluso horas, perturbando asi los patrones normales de liberacion de
dopamina, tanto ténicos como fasicos, con sefiales de actividad dopaminérgica potenciada y
prolongada (Knutson et al., 2004). Al comparar los correlatos neurolégicos de las respuestas
instrumentales conducentes a la obtencién de recompensas naturales (alimento) o artificiales
(cocaina), se ha confirmado de nuevo que las sefiales dopaminérgicas son particularmente
prolongadas sdlo en el caso de la mencionada droga de abuso (Phillips et al., 2003; Roitman et
al., 2004a). Este incremento dopaminérgico se ha relacionado con una atribucion patolégica de

saliencia incentiva a las drogas de abuso, pero también a las claves que predicen su
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disponibilidad (Berridge, 2003; Di Chiara & Bassareo, 2007; Flagel et al., 2011). También se ha
demostrado que este sistema neuroquimico puede sufrir cambios irreversibles tras el consumo
cronico de drogas, que se manifiestan, por ejemplo, en forma de generacién de nuevas sinapsis
gabaérgicas en el ATV o en el incremento funcional de los receptores glutamatérgicos y de las
gap junctions (en el nucleo accumbens) (Fernandez-Espejo, 2002; Dacher & Nugent, 2010;
Madhavan et al., 2010), ademas de distintos cambios en la expresion génica (Kily et al., 2008).

Por ultimo, estudios llevados a cabo mediante registros electrofisioldgicos han
demostrado que la cocaina activa microcircuitos neurales en el nlcleo accumbens que serian
distintos de los que procesan la informacién relacionada con las recompensas naturales (Carelli
etal., 2000).

Condicionamiento de Preferencias/Aversiones hacia un Lugar

Uno de los procedimientos conductuales mas utilizados en el estudio de las propiedades
reforzantes, tanto de estimulos naturales como de drogas de abuso, es el Condicionamiento de
Preferencias por un Lugar (Spyraki et al., 1982; 1983; Van der Kooy et al., 1982; Bozarth, 1987;
Shippenberg & Herz, 1987; Phillips & Fibiger, 1989; Carr et al., 1989; Bilsky et al., 1990; Bals-
Kubick et al., 1993; Shippenberg et al., 1987; 1988a; 1993; Bardo et al., 1995; Tzschentke, 1998;
McBride et al., 1999; Delamater et al., 2000; Papp et al., 2002; Duarte et al., 2003; Zarrindast et
al., 2003; Suzuki et al., 2006; Meng et al., 2010; Velazquez-Sanchez et al., 2010). En este
procedimiento, los efectos fisioldgicos y las propiedades motivacionales de los distintos
tratamientos se asocian a un contexto estimular determinado, que suele ser presentado en
contigtiidad temporal (Figura 6). Este contexto estimular y los indices sensoriales que incluye
tienen inicialmente un valor neutro, que a medida que el condicionamiento progresa, van
adquiriendo una valencia emocional o motivacional particular. Esta valencia se pondra de
manifiesto cuando se ofrezca al animal la eleccién de aquel contexto estimular y otro no
asociado a ningun tratamiento (Schechter & Calcagnetti, 1998; Shippenberg & Elmer, 1998;
Tzschentke, 1998; Bardo & Bevins, 2000; Spiteri et al., 2000). En el caso de los aprendizajes
apetitivos, el animal suele permanecer mayor cantidad de tiempo en el contexto estimular
asociado al tratamiento, mientras que si el tratamiento ha sido aversivo, el animal permanecera

mas tiempo en el contexto que se le ofrece como alternativa.

46



Y

Figura 6. Representacion esquematica del modelo de condicionamiento de preferencias por un lugar (CPP)
empleado para el andlisis de las propiedades reforzantes o aversivas de diferentes tratamientos experimentales.
Contabilizando el tiempo que el animal permanece en uno y otro compartimento del laberinto, se puede determinar
su preferencia.

Utilizando este procedimiento experimental se ha comprobado que una amplia variedad
de estimulos naturales, como el agua y el alimento (Spyraki et al., 1982; Bechara & Van der
Kooy, 1992a; Delamater et al., 2000; Spiteri et al., 2000; Papp et al., 2002; Duarte et al., 2003), o
artificiales, como la AEIC o las drogas de abuso (Spyraki et al., 1983; Bozarth, 1987; Phillips &
Fibiger, 1989; Van der Kooy et al., 1982; Bechara & Van der Kooy, 1992a, b; Bechara et al.,
1992; 1993; Bals-Kubik et al., 1993; Olmstead & Franklin, 1993; Nader, Bechara & Van der Kooy,
1994; Maldonado et al., 1997; Ikemoto & Panksepp, 1999; Spiteri et al., 2000; Papp et al., 2002;
Duarte et al, 2003) inducen preferencias condicionadas por los estimulos del lugar (o
espaciales) con los que previamente han sido asociados. También mediante esta tarea se
pueden desarrollar aversiones hacia un lugar, por ejemplo, después de la administracion de
naloxona tras un prolongado consumo de morfina (Schulteis, Markou, Gold, Stinus & Koob, 1994;
Blokhina, Sukhotina & Bespalov, 2000; Gracy, Dankiewick & Koob, 2001; Parker, Cyr, Sati &
Burton, 2002; Azar, Jones & Schulteis, 2003; Shoblock & Maidment, 2006), un efecto
comportamental que ha sido considerado por distintos autores como modelo del Sindrome de
Abstinencia “precipitado” (Koob & LeMoal, 2006).

Se han realizado estudios comparativos entre el proceso adquisitivo implicado en el
condicionamiento de preferencia por un lugar inducido a través de alimento o mediante la
administracion de morfina. Para ello, Spiteri y colaboradores (2000) registraron una serie de
manifestaciones conductuales que se producen durante los ensayos de esta modalidad de
aprendizaje asi como en una prueba posterior en la que el reforzador estaba ausente. Estos
autores llegan a la conclusién final de que ambos procesos de aprendizaje son conceptualmente

diferentes.
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Asi, proponen estos autores (Spiteri et al., 2000) que en el caso de la morfina se
asociaria el estado afectivo provocado por la droga con las claves contextuales. Concretamente,
las conductas de aproximacién predominan en la prueba de eleccion, esto es, los animales se
acercan y husmean en las paredes y el suelo (claves contextuales), de modo que, en el caso de
la morfina, se podria haber desarrollado un proceso de condicionamiento clasico.

Sin embargo, y con respecto al alimento, lo que se asociaria al contexto no seria el
estado afectivo provocado por su consumo, sino mas bien las conductas de busqueda y
aproximacion a éste. El grupo reforzado con comida realizaba visitas mas frecuentes y cortas al
compartimento anteriormente recompensado, mientras que el grupo tratado con morfina
permanecia mas tiempo junto a las claves contextuales en cada visita. En el caso de la comida
se trataria, segun el grupo de Agmo, de un condicionamiento de tipo instrumental (Spiteri et al.,
2000).

Es mas, utilizando esta tarea experimental, Maldonado y colaboradores (1997)
compararon el condicionamiento de preferencias por un lugar inducido por la morfina y el
inducido por el alimento en ratones que carecian de receptores dopaminérgicos D2 (mutacion
genética) y comprobaron que esta mutacién interferia drasticamente con el desarrollo normal de
condicionamiento de preferencias por un lugar inducido mediante morfina, sin que tuviera efecto

alguno en el caso del estimulo recompensante natural.

Sin embargo, el desarrollo del condicionamiento de preferencias por un lugar no sélo
depende de las propiedades afectivas del estimulo incondicionado, sino que obviamente también
requiere que el animal tenga la capacidad de aprender la asociacién entre el estimulo
condicionado y el incondicionado, asi como que pueda recordarlo y expresarlo adecuadamente
(conductas de busqueda) en la prueba de eleccidon (White et al., 1987; Carr et al., 1989;
Olmstead & Franklin, 1997; Schroeder & Packard, 2000). En este sentido, determinados
tratamientos (drogas de abuso, administracion de sacarosa, AEIC) pueden influir, potenciando o
inhibiendo, los procesos relacionados con el aprendizaje y la memoria (Stein, 1965; White &
Carr, 1985; Capdevila-Ortis et al., 1988; Jaeger & Van der Kooy, 1993; 1996; Nader et al., 1997;
Saitoh & Inokuchi, 2000; Ruiz-Medina et al., 2008). La administracién de morfina particularmente
puede potenciar la asociacion entre el estimulo incondicionado y el condicionado, asi como su
posterior recuerdo, incrementando la “saliencia” del estimulo condicionado o la capacidad del
animal para discriminar entre las claves asociadas al tratamiento y las asociadas a una
intervencién neutral (Jaeger & Van der Kooy, 1996), mientras que otros farmacos, como el

haloperidol, pueden provocar déficits en el aprendizaje espacial (Terry et al., 2003; Nowakowska
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et al., 2007). Por lo tanto, el desarrollo del condicionamiento de preferencias o aversiones hacia
un lugar no sélo depende del caracter reforzante o aversivo del tratamiento aplicado, sino que
también se debe tener en cuenta su capacidad para modular cualquiera de los procesos

mencionados (Olmstead & Franklin, 1997).

Finalmente, también mediante el condicionamiento hacia un lugar se ha puesto de
manifiesto que el nucleo subtalamico podria ejercer un efecto opuesto en los microcircuitos de la
recompensa, ejerciendo un control inhibitorio sobre los circuitos de refuerzo natural mientras

activa los sustratos de los utilizados por la cocaina (Baunez et al., 2005).
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9. ORGANIZACION ANATOMICA DEL COMPLEJO PARABRAQUIAL

9.1. ORGANIZACION INTERNA.

El complejo parabraquial esta constituido por una serie de poblaciones neuronales
situadas alrededor del pedinculo cerebeloso superior a lo largo de la protuberancia o puente, y
ha sido dividido en dos partes: medial y lateral (Fulwiller & Saper, 1984). Ademas, en su
extension ventrolateral, se localiza el nucleo Kolliker-Fuse o KF, que también ha sido

considerado parte del area parabraquial (ver Figura 7).

Figura 7. A. Localizacion del Complejo Parabraquial en un corte coronal del cerebro de los roedores Wistar
(Bregma= -8.76). B. Localizacion de algunos subntcleos que forman parte del Complejo Parabraquial. El NPBLe
esta sombreado. Abreviaturas: KF: Nucleo Kolliker-Fuse; LPBC: Subnucleo parabraquial lateral central; LPBS:
Subnucleo parabraquial lateral superior; LPBE: Subnlcleo parabraquial lateral externo; MPB: Nlcleo parabraquial
medial; PTTg: Nucleo tegmental pedinculo-pontino. Figura adaptada de Paxinos y Watson (1990).
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Una zona parabraquial particular es el area conocida como 'waist (cintura), que
comprende la parte dorsal de la division parabraquial medial y el nucleo parabraquial lateral

ventral, superponiéndose parcialmente con el pedinculo cerebeloso superior.

La Division Parabraquial Medial esta compuesta por una poblacion de neuronas
heterogéneas tanto en su tamafio (de 8 a 19um) como en su morfologia. Se distinguen tres tipos

de neuronas:

- Una poblacién de células pequefias y redondeadas, ligeramente punteadas, que se
localiza en los dos tercios caudales del nucleo.

- Una poblacion mas reducida de células fusiformes o multipolares de mayor tamafio y
con un punteado mas oscuro, que tienden a orientarse horizontalmente. Estas células se
encuentran en los dos tercios caudales del nucleo, estando mas concentradas en el
borde ventrolateral.

- Por dltimo, también se ha descrito una poblacién de células poligonales medianas

diseminadas por los dos tercios rostrales del nicleo parabraquial medial.

El Nucleo Medial Externo constituye una excepcién dentro de la heterogeneidad de la
division parabraquial medial, pues esta formado por neuronas multipolares grandes orientadas
horizontalmente, que forman una estrecha banda que se interpone entre el nucleo Kolliker-Fuse

y el pedunculo cerebeloso superior (Fulwiler & Saper, 1984; Davis, 1991).

La Divisién Parabraquial Lateral, por su parte, esta constituida por varios grupos de
células homogéneas, que pueden distinguirse facilmente por su morfologia y/o distribucion

espacial. Asi, la division lateral cuenta con los siguientes nucleos:

- EI'Nlcleo Parabraquial Lateral Superior tiene un contorno triangular, y esta formado por
neuronas multipolares o piramidales medianas que se extienden dorsalmente por
encima del resto de los nucleos. Se sitlla dentro del tercio rostral del complejo
parabraquial.

- EI'NUcleo Parabraquial Lateral Interno ocupa una posicién més medial y més caudal que
el anterior, y esta rodeado por una zona pobre en cuanto al nimero de neuronas. Las

células que lo constituyen son redondeadas, medianas y oscuras. Se situa
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inmediatamente ventral a la superficie dorsal del puente, y dorsal al pico medial del
pedinculo cerebeloso superior en el tercio medio de la regién parabraquial.

- EI'NUcleo Parabraquial Lateral Central es el de mayor tamafio de la divisién lateral. Esta
compuesto por una poblacion relativamente distribuida de neuronas ovoides o fusiformes
que ocupan la mayor parte del area dorsal al peddnculo cerebeloso superior en los dos
tercios rostrales del complejo parabraquial. EI extremo mas ventrolateral de este
subnucleo ha sido denominado Nucleo Parabraquial Lateral Creciente (crescent).

- El Nucleo Parabraquial Lateral Ventral esta constituido por una banda de células
situadas a lo largo de la superficie del pedinculo cerebeloso superior, entre su extension
medial y lateral.

- ElI Nucleo Parabraquial Lateral Dorsal es més reducido en la dimension rostrocaudal.
Limita dorsalmente con el Tracto Espinocerebral Ventral, y ventralmente con el nucleo
lateral central. Tanto el nlcleo lateral dorsal como el medial se distinguen por ser
parecidos al nucleo lateral central, pero con una mayor densidad de neuronas.

- El Nucleo Parabraquial Lateral Extremo es un grupo muy pequefio de neuronas que
limitan medialmente con el lemnisco medial. Esta constituido por neuronas multipolares,
ligeramente mas grandes que las células laterales centrales colindantes, que se
caracterizan por su mayor densidad y su punteado mas oscuro.

- Las neuronas del Nucleo Parabraquial Lateral Externo (NPBLe) son similares a las del
nucleo lateral extremo, pero sus limites son faciimente diferenciables, ya que la region
lateral externa se extiende mas caudalmente, casi en el punto en el que el pedinculo
cerebeloso superior establece contacto con la superficie dorsal del puente, y lo rodea por
su borde dorsolateral (Fulwiler & Saper, 1984; Moga et al., 1990). Sin embargo, hay
neuroanatomistas que no diferencian entre los dos Ultimos nlcleos citados,

considerandolos como un solo agrupamiento (Swanson, 1992; Paxinos & Watson, 1990).

9.2. AFERENCIAS DEL NUCLEO PARABRAQUIAL MEDIAL (NPBm)

Se ha demostrado que la Divisién Parabraquial Medial recibe un importante caudal de
aferencias procedentes del area rostral del NTS y constituye asi el principal relevo de la
informacién gustativa hacia estructuras superiores (Fulwiler & Saper, 1984; Halsell & Travers,
1997; Nishijo & Norgren, 1997; Cho, Li & Smith, 2002; Lundy, 2008; Di Lorenzo et al., 2009;
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Geran & Travers, 2009; Hajnal, Norgren & Kovacs, 2009). EI NPBm recibe también proyecciones
viscerales vagales (a través del NTS), que parecen converger con las fibras gustativas (Hermann
& Rogers, 1985; Han et al., 1991; Kobashi et al., 1993).

Es asimismo el lugar de terminacién de fibras procedentes de distintas regiones del
Prosencéfalo Medial, areas 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 (Saper, 1982; Moga et

al., 1990; Di Lorenzo & Monroe, 1992; Panguluri, Saggu & Lundy, 2009; Zhang et al., 2011).
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Figura 8. Representacion esquematica de las fibras aferentes al Complejo Parabraquial. Abreviaturas: ATV,
Area Tegmental Ventral; N Acc, Nucleo Accumbens; AR, Nicleo “Arcuate” del Hipotalamo; AP, Area Postrema;
CeA, Nucleo Central de la Amigdala; DM, Nucleo Dorsomedial del Hipotalamo; L, Hipotalamo Lateral; LI,Il, LAminas
1y 2 de la Sustancia Gris Medular; LPO, area Preoptica Lateral; MnPO, Nicleo 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
Hipotalamo; SI, Sustancia Innominada; VM, Nucleo Ventromedial del Hipotalamo; X, Décimo par craneal (Vago)
Figura adaptada de Garcia (2009).

9.3. EFERENCIAS DEL NUCLEO PARABRAQUIAL MEDIAL (NPBm).

Las fibras eferentes originadas en el NPBm proyectan hacia estructuras tanto
mesencefalicas como diencefalicas. Asi, esta regién mantiene conexiones con el Hipotalamo (a
excepcion de los cuerpos mamilares), sobre todo con la zona posterior del Hipotalamo Lateral,
que sera la principal zona de terminacion de las fibras parabraquiales mediales (Fulwiler &
Saper, 1984; Ferssiwi et al., 1987; Bester et al., 1997; Tokita et al., 2010).
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Envia proyecciones eferentes hacia el nucleo ventral posterior medial del tdlamo, que ha
sido considerado un area con funciones gustativas (Fulwiller & Saper, 1984; Halsell, 1992; De
Lacalle & Saper, 2000).
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Figura 9. Representacion grafica de las fibras eferentes procedentes del Complejo Parabraquial Medial
(PBm): Abreviaturas: AA, Area Amigdalina Anterior; Amb, Niicleo Ambiguo; BLA, Nicleo Basolateral de la Amigdala;
BmA, Nucleo Basomedial de la Amigdala; BLAp, Nicleo Basolateral Posterior de la Amigdala; CeA, Nucleo Central
de la Amigdala; DR, Nucleo Dorsal del Rafe; DBB, Nucleo de la Banda Diagonal de Broca; LHA, Area Hipotalamica
Lateral; LPO, Area Preoptica Lateral; NLET, Nucleo Lecho de la Estria Terminal; VMb, Nucleo Ventromedial Basal
del Hipotalamo; PHA, Area posterior Hipotaldmica; PV, Nucleo Paraventricular del Hipotalamo; PVT, Nucleo
Paraventricular del Talamo; SCR, Nucleo Superior Central del Rafe; SI, Sustancia Innominada; SN, Sustancia
Negra; ZI, Zona Incierta. Figura adaptada de Garcia (2009).

Tanto el NPBm como el érea del “waist” estan conectados con la amigdala basolateral,
cortical y la parte medial del nucleo central de la amigdala (Bernard et al., 1993; Alden et al.,
1994). Por otra parte, un significativo grupo de axones procedentes de las neuronas multipolares
caudo-mediales asi como del subnlcleo medial externo (NPBme), proyectan a la corteza lateral
frontal, insular e infralimbica, al tiempo que establecen conexiones con regiones septo-olfatorias
(Fulwiler & Saper, 1984; Bernard et al., 1991). Estas conexiones reciprocas entre el cortex
insular, y los NTS y NPB son relevantes en ciertos procesos de aprendizaje de indole aversivo,
como el aprendizaje aversivo gustativo (Fulwiler & Saper, 1984; Cechetto & Saper, 1987; lto,
1992; Bernstein, 1999).

Finalmente, existen otras zonas de proyeccion eferente del NPBm y entre ellas se
incluyen la Sustancia Innominada, el Globo Palido ventral, el Area Subestriada, el Fundus
Striatum y la Zona Incierta (Fulwiler & Saper, 1984; Bernard et al., 1993; Alden et al., 1994;
Dobolyi et al., 2005).
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En sentido caudal, se han identificado proyecciones eferentes desde el NPBm hacia el
NTS, la Formacion Reticular Bulbar dorsal, al Ntcleo Ambiguo y a la parte medial del Nicleo
Espinal Trigeminal (Fulwiler & Saper, 1984; Hayakawa et al., 1999).

9.4. AFERENCIAS DEL NUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL (NPBL)

La Division Parabraquial Lateral recibe aferencias desde estructuras caudales, como el
NTS asi como desde otras areas viscerales implicadas en el control de funciones autonémicas
(Loewy & Burton, 1978; Tokita et al., 2009). En efecto, esta divisién lateral, y sobre todo los
subnucleos externo y central, son el principal lugar de terminacion de los axones procedentes de
la parte caudal del NTS y del Area Postrema, areas implicadas en la transmision de la
informacion visceral (Van der Kooy & Koda, 1983; Fulwiler & Saper, 1984; Hermann & Rogers,
1985; Langa & Van der Kooy, 1985; Herbert et al., 1990; Papas & Ferguson, 1990; Yamamoto et
al., 1992; Kobashi et al., 1993; Saper, 1995b; Stein & Loewy, 2010). Con respecto al Area
Postrema, se trataria de un érgano circunventricular donde la barrera hematoenfefalica es débil,
y, por lo tanto, una zona quimio-sensible adecuada para la deteccion de potenciales cambios que
puedan producirse en la composicién de la sangre, elicitando asi apropiados reflejos
automaticos, como es el caso de las manifestaciones de caracter emético (Langa & Van der
Kooy, 1985).

Por su parte, el NTS esta considerado el primer y principal relevo cerebral en la
transmision de la informacion visceral a través del Nervio Vago y los nervios esplacnicos (Yuan &
Barber, 1991). Un pequefio grupo de fibras vagales parecen proyectar directamente al NPBL
(Herbert et al., 1990; Yamamoto et al., 1992; Saleh & Cechetto, 1993; Karimnamazi et al., 2002),
y de manera preferente al Nicleo Parabraquial Lateral Externo (Herbert & Fliigge, 1995).

También desde la médula, y concretamente desde las laminas | y Il, se originan
proyecciones dirigidas a los subnucleos laterales Interno y Central, aferencias implicadas en la
transmision de informacidn nociceptiva y termorreceptiva (Light et al., 1993; Slugg & Light, 1994;
Bernard et al., 1995; Saper, 1995a; Bester et al., 2000; Cobos et al., 2003; Mitchel et al., 2004;
Andrew, 2010)

La division Parabraquial Lateral también recibe aferencias procedentes de estructuras
diencefélicas y prosencefalicas. Concretamente, los subndcleos Laterales Central y Dorsal
reciben proyecciones tanto desde el Hipotalamo (Areas Predpticas Lateral y Medial,

Paraventricular, Dorsomedial, Ventromedial, Lateral y Nucleo Retroquiasmatico) (Moga et al.,
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1990) como desde la corteza prefrontal lateral, infralimbica e insular (Moga et al., 1990; Di
Lorenzo & Monroe, 1992; Godino et al., 2010).

Por ultimo, también existen conexiones bidireccionales entre el Nucleo Central de la
Amigdala y varios subnucleos parabraquiales. Asi, el nlcleo central amigdalino inerva la division
parabraquial medial, el area waist y los subnucleos laterales ventral y externo y, a su vez, estas
mismas regiones proyectan hacia el nucleo central originario (Petrovich & Swanson, 1997; De
Lacalle & Saper, 2000). Recientemente se han identificado proyecciones directas al Complejo
Parabraquial procedentes de la capsula (Shell) del Nucleo Accumbens y del ATV, areas
cerebrales implicadas en el procesamiento de la recompensa (Usuda, Tanaka & Chiba, 1998;
Tokita et al., 2010).

9.5. EFERENCIAS DEL AREA PARABRAQUIAL LATERAL (NPBI).

La Division Parabraquial Lateral genera numerosas eferencias que se dirigen hacia
estructuras rostrales, como el hipotalamo, el tdlamo, la amigdala y algunas regiones corticales
(Fulwiler & Saper, 1984; Bernard et al., 1991; 1993; Halsell, 1992; Petrov et al., 1992; Alden et
al., 1994; Dobolyi et al., 2005; Tokita et al., 2010). Esta area también proyecta caudalmente
hacia NTS, el Bulbo Ventrolateral, la Formacion Reticular Bulbar, los Nucleos del Rafé, el
Complejo Nuclear Sensorial del Trigémino, llegando incluso hasta las Astas Dorsales Espinales
(Saper & Loewy, 1980; Fulwiler & Saper, 1984; Herbert et al., 1990; Bernard et al., 1991; 1993;
Halsell, 1992; Petrov et al., 1992; Alden et al., 1994; Yoshida et al., 1997; Lee et al., 2003).

Con respecto al hipotdlamo, las vias eferentes parabraquiales suelen proyectar, de
manera preferentemente ipsilateral, al: 1) Nucleo Paraventricular, sobre todo desde los NPBL
superior y externo; 2) Nicleo Ventromedial, principalmente desde el NPBL superior; 3) Area
Predptica medial desde el NPBL central y, en menor medida, desde los NPBL externo y NPBL
dorsal; 4) Hipotalamo lateral, desde los NPB lateral externo, medial externo, dorsolateral y el
area waist; 5) Zona incierta, con vias procedentes del NPBL ventral; 6) Area retroquiasmatica,
desde los NPBL superior y dorsal. También, por tltimo, se han descrito conexiones mas difusas
hacia las Areas Suprafornical, Subfornical Tuberal y Dorsomedial hipotalamicas (Fulwiler &
Saper, 1984; Bernard et al., 1991; 1993; Halsell, 1992; Alden et al., 1994; Bester et al., 1997;
Hermanson et al., 1998; Dobolyi et al., 2005; Niu et al., 2010; Tokita et al., 2010; Toth et al.,
2010).
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Figura 10. Representacion grafica de las fibras eferentes procedentes del Complejo Parabraquial Lateral
(PBI). Abreviaturas: AA, Area Amigdalina Anterior; AR, Nicleo “Arcuate” del Hipotalamo; 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; L, Area Hipotalamica Lateral; LPO, Area Predptica
Lateral; MeA, Nucleo Medial de la Amigdala; MnPO, Nucleo Predptico Mediano; NLET, Nucleo Lecho de la Estria
Terminal; NTS, Nicleo del Tracto Solitario; VMb, Nicleo Ventromedial Basal del Hipotalamo; PV, Nucleo
Paraventricular del Hipotalamo; PVT, Nucleo Paraventricular del Talamo; SCR, Nucleo Superior Central del Rafe; SI,
Sustancia Innominada; VM; Nucleo Ventromedial del Hipotalamo; ZI, Zona Incierta. Figura adaptada de Garcia
(2009).

En el caso del talamo, las proyecciones parabraquiales que se dirigen hacia los NUcleos
de la Linea Media (Nucleo Paraventricular y Reuniens) proceden de los nlcleos parabraquiales
laterales Dorsal y Externo (Saper & Loewy, 1980; Fulwiler & Saper, 1984; Halsell, 1992; Saleh &
Sechetto, 1993; Krout & Loewy, 2000); las vias dirigidas hacia los NUcleos intralaminares se
originan en el PNBL interno principaimente (Fulwiler & Saper, 1984; Halsell, 1992; Saleh &
Sechetto, 1993; Hermanson & Blomqvist, 1997; Krout & Loewy, 2000); mientras que las
eferencias dirigidas al Nucleo Caudal Ventromedial parten de los NPB Medial Externo, Lateral
Ventral y Lateral Externo (Krout & Loewy, 2000). Asimismo, se han identificado proyecciones al
Nucleo Suprafornical (Niu et al., 2010) y proyecciones al Nucleo Ventral Posterior parvicelular
talamico, el cual procesa informacion gustativa, que proceden de las células que rodean al
Pedunculo Cereberoloso Superior, incluyendo los Nucleos Mediales, Waist, Lateral Ventral y
Lateral Externo (Krout & Loewy, 2000; Mao et al., 2008). Por Ultimo, se ha descrito en este
contexto una via que estaria implicada en el procesamiento visceral, y que pasaria
secuencialmente por el nucleo del tracto solitario, el nucleo parabraquial, el tdlamo ventrobasal y
la corteza insular (Saper & Loewy, 1980; Cechetto & Saper, 1987; Zhang y Oppenheimer, 2000;
Seward, 2004; Mungarndee et al., 2008).
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Rostralmente, otras eferencias parabraquiales terminarian en el Nicleo Lecho de la
Estria Terminal, el Area Amigdalina Anterior y los nicleos Ventral, Central, Medial y Lateral de la
Amigdala (Saper & Loewy, 1980; Fulwiler & Saper, 1984; Bernard et al., 1991; 1993; Halsell,
1992; Saleh & Sechetto, 1993; Alden et al., 1994; Yamamoto et al., 1994b; De Lacalle & Saper,
2000; Takeuchi et al., 2004; Dobolyi et al., 2005; Sarhan, Freund-Mercier & Veinante, 2005; Jia
et al., 2005; Shin et al., 2008; Kang & Lundy, 2009; Andrade-Franzé et al., 2010a; 2010b; Davern
& McKinley, 2010; Tokita et al., 2010). También se han identificado proyecciones al area de
transicion amigdalopiriforme (Santiago & Shammah-Lagnado, 2005). La Sustancia Innominada,
por su parte, recibe proyecciones procedentes de los Nucleos Medial, Lateral Ventral y Lateral
Externo (Fulwiler & Saper, 1984; Bernard et al., 1993; Alden et al., 1994).

Por Ultimo, otras proyecciones parabraquiales laterales finalizarian en el Nucleo
Intersticial de la Comisura Anterior, la zona de transicion limbico-olfatoria, el Nucleo Lateral del
Tracto Olfatorio, el Septum Lateral Anterior, el Area Septo-Olfatoria, el ATV, el Cortex Prefrontal
Medial, el Cortex Fronto-Lateral y la Corteza Insular Agranular y Disgranular (Fulwiler & Saper,
1984; Halsell, 1992; Dobolyi et al., 2005; Coizet et al., 2010; Tokita et al., 2010). Destacar que las
vias eferentes parabraquiales que proyectan hacia zonas corticales proceden principalmente de
los Nucleos Parabraquiales Laterales Ventral y Externo (Fulwiler & Saper, 1984; Halsell, 1992;
Dobolyi et al., 2005) y entre esas areas se encuentra la Corteza Insular, que recibe vias
procedentes del Nucleo Parabraquial Lateral de forma indirecta a través del Talamo (Lasiter,
1985; Lasiter et al., 1985; Halsell, 1992; Hashimoto et al., 2009; Scott & Small, 2009; Tokita et
al., 2010) y de una via polisinaptica que incluye al Complejo Amigdalino (Yamamoto et al., 1984;
Lasiter & Glanzman, 1985; Halsell, 1992; Richard et al., 2005; Scott & Small, 2009; Tokita et al.,
2010).

9.6. PROYECCIONES DEL NUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL EXTERNO.

De especial interés para esta Tesis Doctoral son las conexiones que establece el
NPBLe. Este subnicleo recibe sus principales inputs de sistemas gustativos, nociceptivos y
viscerales (Bernard et al., 1994; Santiago & Shammah-Lagnado, 2005). Méas concretamente, son
numerosas las fibras procedentes de la parte caudal del NTS, del area postrema, y las
proyecciones directas desde el nervio vago, areas preferentemente implicadas en la transmision

de la informacién visceral (Fulwiler & Saper, 1984; Hermann & Rogers, 1985; Herbert et al.,
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1990; Papas & Ferguson, 1990; Yamamoto et al., 1992; Kobashi et al., 1993; Herbert & Fligge,
1995; Saper, 1995b).

Las proyecciones parabraquiales hacia la sustancia innominada y la zona incierta
parecen proceder principalmente de los dos tercios mediales del subnucleo lateral externo a lo
largo de la parte lateral del pedunculo cerebeloso superior. Igualmente, tanto el hipotaldmo
lateral como los nucleos predptico mediano y paraventricular reciben proyecciones de neuronas
situadas dorsalmente a las células que proyectan a la sustancia innominada. También son
destacables las conexiones bidireccionales que se establecen entre el nicleo central de la
amigdala y los dos tercios laterales del nucleo lateral externo (Fulwiler & Saper, 1984). Estas
subdivisiones del nucleo lateral externo no se distinguen, sin embargo, segun criterios
morfologicos o de agrupacién y, por ello, no suelen considerarse como nucleos separados. En
cualquier caso, buena parte de las proyecciones parabraquiales que se dirigen al éarea
amigdalopiriforme se originan en el interior del subnlcleo parabraquial lateral externo (Santiago
& Shammah-Lagnado, 2005).

9.7. NEUROQUIMICA DEL COMPLEJO PARABRAQUIAL.

Se han identificado numerosos sistemas de neurotransmision en el Complejo
Parabraquial, algo compatible con su participacion en diversas funciones de tipo gustativo,
viscerosensorial y nociceptivo, entre otras (Fulwiler & Saper, 1984; Herbert et al., 1990; Bernard
et al., 1994; Akil et al., 1997; Gauriau & Bernard, 2002; Chen et al., 2004; Callera et al., 2005;
Oliveira et al., 2007; Kimura et al., 2008; Denbleyker et al., 2009).

Por ejemplo, se han descubierto células colinérgicas y dopaminérgicas entre las vias
procedentes de la Subdivisién Parabraquial Lateral y que proyectan hacia estructuras
troncoencefalicas tales como el bulbo raquideo ventrolateral o el complejo nuclear trigeminal
(Katayama et al., 1984; Yoshida et al., 1997; Kubo et al., 1998).

La funcion del neurotransmisor GABA en el Complejo Parabraquial ha sido relacionada
con el procesamiento de informacién tanto nociceptiva como gustativa o visceral (Guthmann et
al., 1998; Kobashi & Bradley, 1998). Se ha comprobado que la activacidon quimica de los
receptores GABA (A) del Area Parabraquial Lateral incrementa la ingesta de NaCl hiperténico y
de agua (Callera et al., 2005; Oliveira et al., 2007; Kimura et al., 2008). La administracion de
benzodiacepinas en el Complejo Parabraquial también genera un incremento en la ingesta al

potenciar la valoracion hedénica positiva de los estimulos gustativos (Soderpalm & Berridge,
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2000). Al parecer, las neuronas parabraquiales que proyectan al NTS son de tipo GABAérgico
(Len & Chan, 2001), asi como las aferencias procedentes del nlcleo central de la amigdala (Jia
et al., 2005). En general, se piensa que en el Complejo Parabraquial se estaria produciendo
habitualmente una fuerte inhibicion GABAérgica mediada especificamente por receptores
GABA(A) (Gutmann et al., 1998; Wu, Boyle & Palmiter, 2009).

Por otra parte, se han identificado terminales con serotonina entre las aferencias
parabraquiales procedentes del Area Postrema (Lanca & Van der Kooy, 1985) asi como en
algunas vias originadas en el Area parabraquial Lateral (Fay & Kubin, 2000), si bien no parecen
ser muy abundantes.

Existen pocas dudas en torno a la participacion de los receptores p en el caso de las
conexiones parabraquiales aferentes procedentes de la ldmina | del asta dorsal medular y en las
posteriores eferencias hacia la amigdala (Chamberlin et al., 1999; Mitchell et al., 2004).
Internamente, el Complejo Parabraquial es muy abundante en receptores opiaceos, tanto
como K (Mansour et al., 1994; 1995; Moufid-Bellancourt, Razafimanalina & Velley, 1996;
Denbleyker et al., 2009). Estos receptores, localizados a todo lo largo del Complejo, parecen
estar relacionados, una vez mas, con la modulacion del dolor, asi como con el procesamiento de
la informacion viscerosensorial relacionada con procesos homeostaticos tales como la ingesta de
alimento (Mansour et al., 1994; Ding et al., 1996; Moufid-Bellancourt, Razafimanalina & Velley,
1996; Chamberlin et al., 1999; Wilson et al., 2003; Mitchell et al., 2004; Denbleyker et al., 2009).
En este sentido, se ha comprobado que la administracién de agonistas p en el Area Parabraquial
Lateral provoca la activacion de distintas areas prosencefalicas, entre ellas, el Nucleo
Accumbens, el Nucleo Arqueado del Hipotadlamo, el Nucleo Paraventricular Taldmico y el
Hipocampo (Denbleyker et al., 2009), areas que podrian estar relacionadas relacionadas con la
regulacion calorica, el refuerzo y la recompensa alimenticia.

La sintesis de opiaceos endogenos (dinorfinas o encefalinas) podria establecer un
patron anatémico diferencial en el Complejo Parabraquial, y asi sélo se ha localizado Pre-
proencefalina en los Subnucleos Laterales Interno, Ventral y Externo y en el Nicleo KF; mientras
que la Pre-prodinorfina aparece en los Subnucleos Laterales Dorsal y Central (Hermanson &
Blomaqvist, 1997; Hermanson et al., 1998). Neuronas endorfinicas también han sido identificadas
en las proyecciones aferentes que el NPB recibe desde el NTS (L et al., 2009).

La orfanina ha sido localizada en el Area Parabraquial Lateral, ademas de en otros
muchas zonas troncoencefalicas y prosencefélicas (Neil et al., 1999; 2003). La amplia

distribucion cerebral de este transmisor opiaceo sugiere que podria participar en multiples
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funciones. Concretamente, este opiaceo ha sido relacionado con el control cardiovascular, el
aprendizaje, la recompensa alimenticia y la nocicepcidn, asi como en otros procesos fisioldgicos
y autonomicos (Akil et al., 1997; Neal et al., 1999; 2003).

Por otra parte, se han identificado otras sustancias en el Complejo Parabraquial, entre
las cuales deben incluirse las prostaglandinas. Sus receptores EP3 y EP4 han sido identificados
en diversos nicleos parabraquiales, especialmente en los del Area Parabraquial Lateral (Ek et
al., 2000; Engblom et al., 2000; Nakamura et al., 2000).

El glutamato y los receptores glutamatérgicos GluR1a han sido localizados en los
Subnucleos Laterales Central y Creciente, asi como en el Nucleo KF vy el Area de Waist,
mientras que el receptor GIuR2/3 se localiza particularmente en el NPBL Externo (Chamberlin &
Saper, 1995; Guthmann & Herbert, 1999b; Hetzenauer et al., 2008). Una alta concentracion de
receptores NMDA aparecen en el Area Waist y, sobre todo, en el NPBL Externo (Dutschmann et
al., 1998; Guthmann & Herbert, 1999a; Tanaka et al., 2006). Finalmente, se han identificado
receptores AMPA en las Areas Parabraquiales tanto mediales como laterales (Guthmann &
Herbert, 1999b). De hecho, las neuronas parabraquiales que proyectan al bulbo ventromedial
rostral, al nucleo dorsal del Rafé y a diversas regiones hipotaladmicas utilizan &cido glutamico
como neurotransmisor (Len & Chan, 1999; Lee et al., 2003; Niu et al., 2010).

Los receptores adrenérgicos a2 han sido localizados en el Area Waist y en el NPBL
Externo principalmente (Herbert & Fliige, 1995; Andrade et al., 2004; Wei & Pertovaara, 2006;
Gasparini et al., 2009) y podrian estar relacionados con la ingesta de sodio y agua.

Por Gltimo, otros neurotransmisores que han sido identificados en el Area Parabraquial
Lateral son: el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), la hormona liberadora de
corticotropina, el neuropéptido W, la sustancia P, la somatostatina, la neurotensina, la
colicestoquinina o la melanocortina (Kainu et al., 1993; Saleh & Cechetto, 1993; 1996; De Lacalle
& Saper, 2000; Paues et al., 2006; Westberg et al., 2009; Goebel et al., 2010; Takenoya et al.,
2010). Casi todos estos sistemas neuroquimicos han sido relacionados, de una manera u otra,
con la modulacion de la informacion viscerosensorial asi como con los procesos de regulacion

homeostatica.
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10. FUNCIONES REGULATORIAS Y FISIOLOGICAS RELACIONADAS CON EL COMPLEJO
PARABRAQUIAL

El complejo parabraquial es una region anatémica que ha sido implicada en una gran
variedad de procesos regulatorios y adaptativos, unos mecanismos imprescindibles para la vida.
Concretamente, la region parabraquial ha sido relacionada con procesos tales como la
respiracion, la termorregulacion, la ingesta de alimento y agua, la conducta sexual, la agresion, el

dolor y el refuerzo, entre otros, y que seran revisados brevemente en las paginas siguientes.

Respiracion

Aunque el circuito necesario y suficiente para la generacion y el mantenimiento del ritmo
respiratorio parece depender de las motoneuronas del bulbo rostral ventral, se han identificado
neuronas en otras regiones cerebrales que podrian estar implicadas en la regulacidn respiratoria.
En este sentido, hay que destacar el denominado Grupo Respiratorio Pontino, un conjunto de
neuronas implicadas en las distintas fases respiratorias (inspiracion, postinspiracion, espiracion,
etc.) y que estaria ubicado principalmente en uno de los subnucleos del complejo parabraquial,
el nticleo de Kolliker-Fuse (Dick et al., 1994; Jiang et al., 2004; Bonis et al., 2010a; 2010b).

Existen datos anatomicos que también relacionan a la region parabraquial con el
proceso respiratorio. Asi, por ejemplo, este complejo pontino proyecta anatomicamente hacia los
nucleos motores frénico, hipogloso y facial (Yokota et al., 2001), que inervan el diafragma, los
musculos de la lengua, y la musculatura perioral, respectivamente (Chamberlin, 2004).

En general, la activacion eléctrica o quimica de la zona parabraquial lateral facilita la
inspiracion, mientras que la estimulacién de regiones mas ventrales causa apnea y el cese

inspiratorio (Chamberlin, 2004).

Termorregulacion

Diversos estudios han puesto de manifiesto la implicacion del area parabraquial en el
proceso de termorregulacion que se produce en ambientes relativamente frios (Kobayashi &
Osaka, 2003).
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Mas recientemente, se ha propuesto que seria la regién parabraquial lateral la implicada
en el mantenimiento de la homeostasis térmica a través de la regulacion de los procesos de

respiracion, y siempre en funcion de las necesidades del organismo (Poon, 2009).

Regulacién hidromineral

Numerosas pruebas experimentales han confirmado la participacion de la region
parabraquial en este proceso homeostatico. Concretamente, algunos estudios han analizado los
sistemas neuroquimicos implicados en la regulacion de fluidos dentro de este complejo (Menani
et al., 1998; 2002). Los resultados disponibles han puesto de manifiesto la relevancia de los
mecanismos serotoninérgicos, GABAérgicos y adrenérgicos del area parabraquial lateral en el
control de la ingesta de sodio (Menani et al., 1998; 2002; Andrade et al., 2004; Gasparini et al.,
2009; Andrade-Franzé et al., 2010a; 2010b; Davern & McKinley, 2010).

Procesamiento nociceptivo

Existen multiples sistemas termorreceptivos y nociceptivos (cutaneos y viscerales)
(Gauriau & Bernard, 2002; Rinaman & Schwartz, 2004), que partiendo en paralelo desde
distintas poblaciones neuronales de las astas dorsales medulares y trigeminales, proyectan hacia
los centros del prosencéfalo involucrados en el procesamiento afectivo-emocional, autonémico y
visceral de estas modalidades sensoriales a través de los subnlcleos parabraquiales (Bernard et
al., 1991; 1994). En estos sistemas, se ha demostrado la presencia de abundantes receptores
opiaceos U (Huang et al., 1993; Mitchell et al., 2004).

La regién parabraquial lateral parece ser el principal lugar de proyeccion de las neuronas
localizadas en la lamina | del asta dorsal medular (Light et al., 1993; Slugg & Light, 1994; Bester
et al., 2000; Mitchell et al., 2004; Andrew, 2010), implicadas en el procesamiento de estimulos
nocivos, y que formaria parte de la llamada via espino-parabraquial, que es considerada esencial
en las adaptaciones autondémicas (cambios cardiorrespiratorios, analgésicos...) y en la génesis
del componente emocional del dolor (Gauriau & Bernard, 2002).

Estas vias anatomicas terminan concretamente en las areas parabraquiales lateral y
medial externa, cuyas neuronas (50 al 70%) proyectan a la amigdala o al hipotalamo y son

especificamente activadas por los estimulos nocivos (Bernard et al., 1994; Dunckley et al., 2005;
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Lazovic et al., 2005). Estas neuronas parabraquiales procesan también estimulos térmicos y/o
mecanicos dentro del rango de los estimulos nocivos, asi como estimulos nocivos viscerales e
inputs cutaneos (Dunckley et al., 2005; Lazovic et al., 2005). Todo esto sugiere una alta
convergencia somato-visceral, si bien un subgrupo restringido soélo es activado selectivamente
por estimulos nocivos viscerales (Bernard et al., 1994). Investigadores del Instituto Nacional de la
Salud y la Investigacion Médica de Francia han descubierto que la porcion nociceptiva del
complejo parabraquial tiene dos proyecciones principales hacia el prosencéfalo, la amigdala y el
hipotalamo, y otras dos dirigidas al tronco encefélico cerebral, hacia la sustancia gris central y el
bulbo ventrolateral (Bernard et al., 1994; Gauriau & Bernard, 2002).

Concretamente, la division central de la amigdala y sus conexiones insulares, pueden
contribuir al procesamiento de componentes especificos de las emociones aversivas, por
ejemplo, la ansiedad, el aprendizaje de evitacion evocado por el miedo o la antinocicepcion, asi
como a ajustes autonémicos propios de las situaciones peligrosas o dolorosas (Bernard et al.,
1994; McDannald, 2010; Van Marle et al., 2010; Morén et al., 2010; Carlson et al., 2011).

Con respecto al hipotalamo, las proyecciones nociceptivas del complejo parabraquial
terminan sobre todo en el nucleo ventromedial y, en menor medida, en las é&reas
retroquiasmatica, periventricular, predptica mediana y paraventricular, todo lo cual sugiere una
cierta implicacion en la regulacién endocrina del dolor (Fulwiler & Saper, 1984; Bernard et al.,
1991; 1994; Halsell, 1992; Bester et al., 1997; Dobolyi et al., 2005).

En la sustancia gris central, las proyecciones nociceptivas del area parabraquial
terminan a las columnas ventrolateral, lateral y dorsomedial. Estas areas estan implicadas
respectivamente en: 1) las estrategias pasivas de afrontamiento emocional (inmovilidad,
hipoactividad), caracterizadas por la inhibicién simpatica y la analgesia a largo plazo mediada por
opiaceos; 2) las estrategias de afrontamiento emocional activo, como la confrontacion y la lucha,
con excitacidn simpatica y analgesia a corto plazo no mediada por opiaceos (Bernard & Bandle,
1998); v, finalmente, 3) las conductas eminentemente aversivas.

Por ultimo y en relacion con el bulbo raquideo ventrolateral, las proyecciones
nociceptivas del area parabraquial parecen estar asociadas a los cambios cardiorrespiratorios
que suelen producirse en respuesta a los estimulos nocivos (Bernard et al., 1994).

En esta linea, DeSalles y colaboradores (1985) demostraron que es posible inducir
analgesia mediante estimulacion eléctrica de varias localizaciones parabraquiales, sugiriendo
una activacion de vias neurales descendentes que proyectan a la médula espinal. Igualmente, se
ha demostrado que algunas de las neuronas del NPBLe son sensibles a amenazas

inmunolégicas del tipo bacteriano (Paues et al., 2006).
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Nutricion

El mantenimiento del equilibrio homeostatico nutritivo supone la participaciéon de una
compleja red de sistemas neurales interrelacionados. En la actualidad, existe un cierto acuerdo
en el sentido de que en la regulacion de la ingesta de alimento intervienen tanto los mecanismos

homeostaticos como los heddnicos (Drewnowski, 1997; Saper et al., 2002).

Con respecto a los sistemas cerebrales implicados en la regulacion homeostatica de la
nutricion, se ha mantenido a lo largo de los afios el modelo de dos “centros” regulatorios con
acciones opuestas: el hipotdlamo lateral como inductor de la ingesta y el hipotalamo
ventromedial, responsable de su inhibicién y de la saciedad. Asi, se ha puesto de manifiesto que,
tras las lesiones del hipotdlamo ventromedial, los animales manifiestan una intensa hiperfagia,
con la consiguiente ganancia de peso (Weingarten et al., 1985; Paes et al., 2006; Yadav et al.,
2009). La estimulacion eléctrica de dicho nucleo, en cambio, genera una reduccion en la ingesta
alimenticia (Wyrwicka & Dobrzecka, 1960; Ruffin & Nicolaidis, 1999). Por su parte, las lesiones
del hipotadlamo lateral mostraban un efecto opuesto, a saber, inducian en los animales un
profundo rechazo hacia el alimento (Baillie & Morrison, 1963; Morley & Levine, 1983; Bernardis et
al., 1990) mientras que, por el contrario, la estimulacién producia hiperfagia en sujetos saciados
(Delgado & Anand, 1953; Morley & Levine, 1983; Coons et al., 1965; Berridge, 1996; Berridge &
Robinson, 1998).

Actualmente este modelo esta considerado como excesivamente simplista, sobre todo
después del descubrimiento de los circuitos y mecanismos que subyacen a la accion de la
leptina, primero, y de la grelina después.

Mutaciones recesivas de los genes ob y db en ratones han dado lugar a diversos
cuadros de obesidad mdrbida. Los experimentos iniciales con animales parabiéticos sugerian
que el gen ob deberia codificar alguna sustancia circulatoria que regularia el balance de energia
mientras que el gen db parecia codificar su correspondiente receptor. En efecto, la clonacién y
caracterizacion del gen ob muestra que este gen codifica una hormona, la leptina, que es
expresada sobre todo en el tejido adiposo (Zhang et al., 1994). Niveles bajos de leptina se
traducen en un fuerte incremento de la ingesta de alimentos y en la correspondiente obesidad.
La leptina circulante se une principalmente a las neuronas hipotalamicas del nicleo arqueado, si

bien se han identificado receptores de leptina en varias zonas extrahipotalamicas y del tronco
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cerebral (inluso en el propio NPBLe) (Elmquist et al., 1997; 1998; Elias et al., 2000; Scott et al.,
2009).

Por su parte, la grelina presenta sus principales zonas de accion en el hipotalamo
ventromedial y en el nlcleo arqueado, aunque también existen receptores de grelina localizados
en otros lugares, incluyendo el sistema gastrico (Meier & Gressner, 2004).

Es bien sabido que el cerebro recibe una amplia variedad de sefiales procedentes del
tracto gastrointestinal, bien sea a través de aferencias sensoriales, bien a través del sistema
circulatorio. Estas sefiales sensoriales de indole nutritiva se procesan, en buena parte, a través
del nervio vago (X par craneal) que transmite informacion, por ejemplo, sobre la distensién
gastrica o sobre los niveles de glucosa o lipidos de origen hepatico (Havel, 2001). Estas
aferencias tienen su primer relevo en el nicleo del tracto solitario, que proyecta al complejo
parabraquial, y posteriormente a otras regiones rostrales como los nucleos paraventricular,
dorsomedial y arqueado del hipotalamo, asi como el area hipotalamica lateral, el nucleo central
de la amigdala, el nicleo lecho de la estria terminal y el tdlamo sensorial visceral (Saper, 2002),
e incluyendo particularmente al cortex insular visceral (Saper & Loewy, 1980; Fulwiler & Saper,
1984; Saper, 2002; Zafra et al., 2002; 2003).

Pero, como se sefialaba mas arriba, una importante cantidad de la informacion
gastrointestinal es transmitida a través del sistema circulatorio y probablemente detectada por
alguno de los o6rganos circunventriculares (Johnson & Loewy, 1990), por ejemplo, el area
postrema, una estructura situada fuera de la barrera hematoencefalica, y que mantiene también
extensas conexiones con nucleo del tracto solitario y el nucleo parabraquial (Van der Kooy &
Koda, 1983; Herbert et al., 1990; Yamamoto et al., 1992; Stein & Loewy, 2010).

Por ofra parte, y con respecto a los mecanismos hedénicos implicados en la nutricion,
existe el convencimiento general de que el factor recompensante asociado a la ingesta de
comida puede estar de alguna manera relacionado con el componente de “palatabilidad”
(palatability), esto es, el olor propio de los alimentos y su sabor (Grill & Norgren, 1978; Berridge,
1996; 2000). Los animales suelen consumir productos dulces y salados incluso en ausencia de
déficits homeostaticos, mientras que, por el contrario, los animales privados suelen rechazar las
sustancias acidas o muy amargas (Ghiglieri et al., 1997). Estas conductas han sido consideradas
como adaptativas, ya que por ejemplo la acidez puede significar que los alimentos estan
inmaduros o degradados, mientras que los sabores dulce y salado suelen indicar la presencia de
nutrientes esenciales para la supervivencia. Sin embargo, parece bien establecido que el valor

reforzante de un determinado sabor puede ser modificado mediante la experiencia particular de
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cada uno de los animales, algo que ocurre, por ejemplo, en el aprendizaje aversivo gustativo o el
aprendizaje de preferencias gustativas, modelos adquisitivos que implican diversas estructuras
troncoencefalicas como el propio Complejo Parabraquial (Mediavilla et al., 2000; 2005; Zafra et
al., 2002).

Asi, la informacién gustativa seria procesada a través de dos relevos troncoencefalicos:
el nucleo del tracto solitario y el area parabraquial, el ultimo de los cuales posteriormente
proyectaria hacia el tAlamo gustativo, el cortex frontal lateral, el nicleo central de la amigdala asi
como a varios nucleos hipotaldmicos, incluida el area hipotalamica lateral (Fulwiler & Saper,
1984). Esta via se extenderia, ademas, desde el talamo hacia la region primaria del gusto en la
insula (Pritchard, Hamilton, Morse & Norgren, 1986; Rolls, 1997).

De acuerdo con lo anterior, se ha comprobado que las lesiones del &rea parabraquial
interfieren en la adquision del aprendizaje aversivo gustativo (Yamamoto et al., 1994b; Tokita et
al., 2007), mas concretamente las lesiones del PBLe (Mediavilla et al., 2000; 2005; Simén et al.,
2007), un subnicleo que también se activa en respuesta a sabores aversivamente

condicionados (Sakai & Yamamoto, 1997; Yamamoto et al., 2009).

En resumen, el comportamiento nutritivo normal parece depender de la interaccién
entre los mecanismos homeostaticos y heddnicos relacionados con la alimentacion.
Naturalmente, los efectos recompensantes de la ingesta de alimento dependerian inicialmente
del estado interno del organismo y, particularmente, de su estado de saciedad. Cuanto mayor es
la privacion del animal, mas recompensante suele resultar el alimento, y al revés (Berridge, 1991;
1996; Carr & Papadouka, 1994; Nader et al., 1997; Schwartz, 2000). En esta cuestién, el Tronco
Cerebral parece revelarse como una zona clave en la regulacién energética, ya que dispone de
capacidad para integrar informacion aferente periférica —sefiales de saciacion- junto con
informaciéon descendente relacionada con la homeostasis calérica (Schwartz, 2000).
Posteriormente, la activacion de la amigdala y del cortex orbitofrontal parece correlacionar con
estos cambios de acuerdo con los informes subjetivos de los individuos (Zald et al., 1998; Small
et al, 2001).

La region parabraquial ha sido implicada, por ejemplo, en la experiencia hedonica
asociada al consumo de la sacarosa (Hajnal & Norgren, 2004; Hajnal et al., 2009). Asi, se ha
demostrado que las lesiones del area parabraquial inhiben la liberacién de dopamina en el
nucleo accumbens durante la ingesta de sacarosa, algo que, sin embargo, no sucede en ratas
con lesiones taldmicas gustativas. Asimismo, la actividad del complejo parabraquial, alterada en

los roedores de la cepa OLETF, ha sido relacionada con la obesidad que desarrollan estos
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animales y la sobreingesta cronica, especialmente de productos dulces, que manifiestan (Hajnal
et al., 2009). Estos datos, en fin, apuntan hacia que el Complejo Parabraquial como un sistema
de procesamiento gustativo relacionado de alguna manera con los sistemas de recompensa
cerebrales.

El examen de la actividad opiacea cerebral que acompafia a la restriccion calérica, y que
facilita tanto la ingesta inducida por estimulacion como la propia AEIC (Easterling et al., 2000), ha
puesto de manifiesto la implicaciéon de los receptores opiaceos | y K situados en el complejo
parabraquial. Esta manipulacién comportamental provoca una disminucion en la actividad de los
receptores | y un incremento en los receptores k (Carr, 1996; Wolinsky et al., 1996).

Finalmente, se ha puesto de manifiesto a través de diversos estudios comportamentales,
fisiolégicos y anatémicos que el complejo parabraquial mantiene una importante relacién
funcional con la corteza insular. Asi, por ejemplo, las lesiones parabraquiales no sélo
interrumpen el establecimiento del aprendizaje aversivo gustativo (Yamamoto et al., 1994b;
Mediavilla et al., 2000; 2005; Simén et al., 2007; Tokita et al., 2007; Clark & Bernstein, 2009),
sino que también eliminan la inmunoreactividad c-fos que normalmente se observa en la corteza

insular durante los ensayos de aprendizaje (Clark & Bernstein, 2009).
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11. ORGANIZACION ANATOMICA DE LA CORTEZA INSULAR

11.1. ORGANIZACION INTERNA.

La corteza insular es un &rea cerebral de gran heterogeneidad (Flynn et al., 1999; Butti &
Hof, 2010), lo que ha llevado a que su delimitacion y anatomia resulte bastante confusa en la
bibliografia actual. Muestra de esta confusion, en la figura 11 se representan las discrepancias

actuales en cuanto a la delimitacion del &rea gustativa insular:

Figura 11. Distintas localizaciones insulares que han sido implicadas en el procesamiento gustativo. Las
localizaciones sefialadas en la figura han sido propuestas por distintos grupos de investigacién como la regién
insular implicada en el procesamiento gustativo. Abreviaturas: AID: insula anterior dorsal; AlV: insula anterior
ventral; AIP: insula posterior; FR: Lobulo frontal; Par: Lobulo parietal; TE: Lobulo temporal; Oc: Lébulo occipital;
PRh: Cortex perirrinal; FL y HL: Areas de control de los miembros anteriores y posteriores; Lo: Cortex orbital lateral.
Figura adaptada de Braun (1990).

Los primeros estudios anatémicos sobre el cortex insular en roedores la definian como
un area cortical con una extension de 1 mm por 3 mm aproximadamente, y que estaria
localizada en la zona que limita con la arteria cerebral media en su interseccidn con el surco rinal
(Benjamin & Akert, 1959). M&s concretamente, la corteza insular podria definirse como la franja
de tejido cortical que se origina en el limite superior del surco rinal, y que se extiende
dorsalmente hasta los bordes de las areas somatosensoriales primaria, secundaria y el cortex
piriforme. En el plano anteroposterior, se extenderia unos 2 mm anteriormente a la decusacion

de la comisura anterior, de manera que terminaria en el borde del cortex prefrontal orbital,
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mientras que en direccion caudal se extienderia 1.5 mm hasta limitar con el cértex perirrinal
(Cechetto & Saper, 1987).

Sobre la base de su citoarquitectura y sus conexiones subcorticales, en la mayoria de

los animales de laboratorio se han distinguido tres franjas longitudinates en la corteza insular
(Cechetto & Saper, 1987; Clasca et al., 1997):

(1)

Area insular granular.

Es el componente mas dorsal de la insula y, por lo tanto, se sitla inmediatamente ventral
al cortex somatosensorial. Se caracteriza por tener muy desarrollada la lamina IV. En
mamiferos, se ha revelado que la organizacion citoarquitectdnica de esta area es muy
similar a la del polo frontal orbital y el temporal, lo que sugiere que estas dos regiones y
la insula pueden funcionar (en algiin caso) como una unidad (Sanides, 1968; Mesulam &
Mufson, 1982; Clasca et al., 1997; Flynn et al., 1999).

Area insular disgranular.

Es la zona intermedia de la insula, situada entre la granular y la agranular. Caudalmente,
se funde de manera casi imperceptible con el cortex perirrinal. En esta area la lamina V
resulta la mas prominente, y aunque la lamina IV no esta tan desarrollada como en el
area insular granular, se pueden observar células granulosas esparcidas. Sus
dimensiones son un 1 mm de ancho por 3 mm de largo, ocupando sélo un 15 % del

tamario total de la insula (Cechetto & Saper, 1987).

Area insular agranular.

Es el area situada entre el cortex disgranular y el cortex piriforme, ocupando la parte mas
ventro caudal de la insula. Rostralmente, un area agranular dorsal, con tres claras
l&minas celulares (lamina II-lll, V, y VI) puede distinguirse de una zona agranular ventral
en la cual las laminas estan pobremente definidas. Estas laminas o capas no contienen
células granulares (Flynn et al., 1999). Caudalmente, esta area agranular ocupa sélo una
estrecha banda en el fundus de la fisura rinal, siendo esta distincion mas dificil de
observar. Cechetto y Saper (1987) incluyen en esta area del cortex insular posterior una

combinacion de las zonas dorsal y ventral.
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Figura 12. Localizacion de la corteza insular de la rata en un corte coronal (Bregma= -0,36 mm.). Abreviaturas: Gl:
Corteza insular granular; DI: Corteza insular disgranular; AIP; Corteza insular agranular. Figura daptada de Paxinos
y Watson (2005).

Por otra parte, en la dimension antero posterior de la corteza insular se han diferenciado
dos grandes areas funcionalmente distintas (Cechetto & Saper 1987; Hanamori et al., 1998a;
1998b; Dupont et al., 2003). En primer lugar, se ha descrito una zona anterior, preferentemente
implicada en el procesamiento gustativo (Nakashima et al., 2000). Muestra de la confusién que
se mencionaba al principio del apartado, algunos autores consideran que esta primera zona
incluye el area disgranular, con una extension de entre 2 y 4 mm anterior a bregma, y la
agranular, con una extension de 1 a 4 mm. anterior a bregma (Shi & Cassell, 1998a). Mientras
tanto, otros estiman que la corteza insular anterior se sitla entre +2.5 y -1 con respecto a
bregma (McDonald, 1998).

En la zona més posterior, sin embargo, se ha puesto de manifiesto una importante
implicacién en el procesamiento visceral. Se considera que el cortex insular posterior abarca
desde 2 mm anterior a bregma hasta el final del claustrum, a 1.8 mm aproximadamente caudal a
bregma (Cechetto & Saper, 1987; Shi & Cassell, 1998a).
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Ademas, dentro del area gustativa o anterior se pueden distinguir dos subzonas: una
mas rostral, implicada en el procesamiento gustativo per se, y otra mas caudal relacionada con el
procesamiento visceral vagal.

También el area visceral o posterior ha sido dividida en otras dos subareas, atendiendo
al tipo de respuesta que se produce tras su estimulacion. La estimulacion del subéarea rostral o
“lugar de presidn” genera respuestas de hipertension, taquicardia y movilidad géastrica, mientras
que si aplicamos esta estimulaciéon al subarea caudal o “lugar de depresién” las respuestas
observadas serian un descenso en la frecuencia cardiaca y la presion arterial (Hanamori et al.,
1998b).

Cabe destacar que otros autores hacen unas subdivisiones diferentes de las areas
anterior y posterior de la corteza insular (Shi & Cassell, 1998a; 1998b). Por ejemplo, Shi y

Cassell (1998a) incluyen unas subdivisiones parietales en la parte posterior de esta regién.

Cortex piriforme entorrinal

Cortex
periamigdaliode

Figura 13. Representacion esquematica de la superficie lateral del cortex de la rata. Las distintas divisiones
insulares establecidas por Shi & Cassell (1998a) aparecen en colores: AD, Cortex insular anterior disgranular (en
azul claro); AA, Cértex insular anterior agranular (en azul oscuro); PG, Cértex insular posterior granular (en verde
claro); PD, Cortex insular posterior disgranular (en verde oscuro); PA, Cértex insular posterior agranular (en
amarillo); Pari G, Cortex insular parietal granular (en rosa); Pari D, Cortex insular parietal disgranular (en morado);
Pari A, Cortex insular parietal agranular (en naranja). CF, Cértex frontal; SS1, Corteza somatosensorial primaria;
SS2, Corteza somatosensorial secundaria; LO, Lébulo Occipital; LT; Lébulo Temporal. Figura adaptada de Shi y
Cassell (1998a).
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11.2. CONEXIONES CORTICALES.

Conexiones intrainsulares

Las conexiones entre las distintas &reas insulares son abundantes (Augustine, 1996).
Con respecto a las proyecciones del drea insular posterior, se ha descubierto que la corteza
granular posterior proyecta a la region disgranular limitrofe, y ésta proyecta a su vez a todas las
capas del cortex agranular y a las capas | y VI del granular. Las éreas posteriores tanto granular
como disgranular envian densas proyecciones al cortex insular anterior disgranular. La corteza
insular posterior agranular, por su parte, proyecta al cértex insular anterior agranular y al
posterior disgranular (Shi & Cassell, 1998b; Kimura et al., 2010).

Finalmente, en la insula anterior, encontramos que la corteza disgranular proyecta al
cortex agranular lateral y a las regiones insulares posteriores granular y disgranular (Shi &
Cassell, 1998a).

Conexiones corticales reciprocas con la corteza insular

La mayoria de las conexiones corticales de la insula son reciprocas (Flynn et al., 1999).

Asi, las principales areas corticales conectadas a la corteza insular son:

- La corteza somatosensorial primaria y, en menor medida, el area secundaria proyectan
a lo que se denomina cértex insular parietal, un area que incluiria la parte caudal del
cortex insular posterior y el cortex perirrinal anterior. Estas conexiones han sido
identificadas en cerebros tanto de roedores (Augustine, 1996; Shi & Cassell, 1998a;
1998b; Kimura et al., 2010) y primates (Flynn et al., 1999), como en seres humanos
(Kalani et al., 2009).

- El cértex orbital estaria conectado preferentemente con la corteza insular anterior
agranular, si bien la parte lateral del cortex orbital envia sus proyecciones también a la
insula posterior agranular (Augustine, 1996; Jasmin et al., 2004; Salem et al., 2008;
Kalani et al., 2009).

- La corteza entorrinal lateral y perirrinal ventral se conecta con la insula agranular,

anterior y posterior (Augustine, 1996; Flynn et al., 1999; Kalani et al., 2009).
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- El area motora suplementaria y la corteza del cingulo (Augustine, 1996; Flynn et al.,
1999; Jasmin et al., 2004; Kalani et al., 2009) también estan conectadas con la corteza
insular.

- El cortex piriforme posterior, cortex periamigdalino y cortex infralimbico, estan

interconectados con el area agranular posterior (Augustine, 1996; Kalani et al., 2009).

Areas
M
Cortex | corteza SlI
orbital | Insular

Figura 14. Representacion esquematica de las principales conexiones corticales de la corteza insular.
Abreviaturas: S I: Corteza somatosensorial primaria; S II: Corteza somatosensorial secundaria; LT: Lébulo temporal.

11.3. CONEXIONES SUBCORTICALES.

Principales proyecciones aferentes

Entre las numerosas aferencias subcorticales que recibe la region insular se encuentran
las procedentes de los diversos nucleos talamicos (Saper, 1995a; 2004; Négyessy et al., 1998;
Nakashima et al., 2000; Desbois & Villanueva, 2001; Brooks et al., 2005). Los principales nucleos
talamicos que proyectan a la corteza insular son: 1) el nicleo ventral posterior medial del talamo,
una region implicada en el procesamiento del dolor y la temperatura, proyecta a la insula
posterior dorsal (Brooks et al., 2005); 2) Mas precisamente, la parte parvicelular del nicleo
talamico ventral posterior medial de la rata proyecta hacia el cortex insular, con vias que se
distribuyen rostralmente en el cortex granular y caudalmente en el disgranular (Augustine, 1996;
Mc Donald, 1998; Nakashima et al., 2000; Jasmin et al., 2004); 3) el nucleo ventromedial lateral,

sensible a la estimulacion cutanea nociceptiva, proyecta principalmente a las laminas Il y IV del
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cortex insular granular (Desbois & Villanueva, 2001); 4) el nicleo dorsomedial talamico esta
intensamente interconectado con la corteza insular agranular (Saper, 1995a; 2004; Négyessy et
al., 1998). Otros de los nlcleos taldmicos que dirigen sus proyecciones hacia las regiones
insulares son los nucleos centromediano, suprageniculado, suprageniculado medial, posterior,
ventral posterior medial lateral y los nucleos centrolaterales (Cechetto & Saper, 1987; Clasca et
al., 1997; McDonald, 1998; Flynn et al., 1999; De Lacalle & Saper, 2000; Nakashima et al., 2000;
Zhang & Oppenheimer, 2000; Desbois & Villanueva, 2001).

Una regién que envia densas eferencias hacia la corteza insular es la amigdala. Asi, se
han descrito proyecciones amigdalinas originadas en los nucleos corticomedial, basolateral y
lateral que se dirigen al area insular agranular posterior (McDonald & Jackson, 1987; McDonald,
1991). La region de transicién amigdalopiriforme proyecta hacia la regién caudal de esta misma
area (McDonald & Jackson, 1987; McDonald et al., 1999; Santiago & Shammah-Lagnado, 2005).
Asimismo, se han descrito conexiones procedentes de la amigdala extendida hacia la corteza

insular agranular ventral (McDonald et al., 1999).

Cérrex Lateral

Pirforme Basolateral

AMIGDALA) Cartico-M edial
Cértex periamigdaloide

Figura 15. 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, Coértex
Somatosensorial Primario y Secundario, respectivamente; VPLpc, Nucleo Ventral posterior medial Lateral
parvicelular del Talamo; VPpc, Nucleo Ventral posterior medial Parvicelular del Talamo. Figura adaptada de Garcia
(2009).
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Por Ultimo, también se ha demostrado la existencia de proyecciones troncoencefacas
(procedentes tanto del complejo parabraquial como del bulbo raquideo ventrolateral caudal) que
finalizan en la corteza insular (Yasui et al., 1989; Cobos et al., 2003; Zhang et al., 2011).

Principales proyecciones eferentes

La corteza insular granular proyecta hacia el estriado dorsal, mientras que las
proyecciones de la region insular agranular se dirigen al estriado ventral, sobre todo hacia el
nucleo accumbens (Chikama et al., 1997; Fudge et al., 2005; Kimura et al., 2010), en el cual se
superponen las proyecciones insulares, talamicas y amigdalinas (Wright & Groenewegen, 1996).

Sin embargo, es el tAlamo una de las estructuras que mayor nimero de proyecciones
recibe de la corteza insular, ipsilateral y contralateralmente (Négyessy et al., 1998). Las
proyecciones de la corteza insular posterior granular terminan en el nucleo ventral posterior
lateral (mas concretamente, en la parte lateral medial de su division parvicelular) (Lasiter et al.,
1985; Shi & Cassell, 1998a), mientras que la corteza insular disgranular proyecta sobre todo a su
parte medial (Cechetto & Saper, 1987). Asimismo, la corteza insular disgranular envia sus
proyecciones al nucleo centromediano y a la parte ventromedial del nucleo dorsomedial. La
corteza insular agranular estd conectada con los nucleos dorsomedial, ventromedial y

parafascicular, tanto en primates como en felinos (Saper, 1982; Clasca et al., 1997).

Figura 16. Esquema representativo de las principales conexiones anatomicas eferentes que mantiene la
Corteza Insular con distintas estructuras cerebrales. Abreviaturas: CCIl, Coliculos Inferiores; Cg, Cortex
Cingulado; CPu, Caudado Putamen; Fr, Cértex Frontal; HL, Hipotdlamo Lateral; IL, Cértex Infralimbico; IPAC,
Nucleo Intersticial del Miembro de la Comisura Anterior; NAcc, Nucleo Accumbens; NTS, Nucleo del Tracto Solitario;
NLET, Nlcleo Lecho de la Estria Terminal; PB, Nucleo Parabraquial; Pir, Cortex Piriforme; SM2, Cértex
Somatosensorial Secundario; VPpc, Nucleo Ventro-Posterior Parvicelular del Talamo; X, Décimo Par Craneal
(Vago). Figura adaptada de Garcia (2009).
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El hipotadlamo, por su parte, recibe proyecciones procedentes de la corteza insular
(Ongiir y Price, 1998; Flynn et al., 1999; Otake & Nakamura, 2003) y concretamente del estrato V
de la corteza insular disgranular y agranular, desde donde se originan densas proyecciones
hacia su parte posterior (Allen & Cechetto, 1992, citado en Otake & Nakamura, 2003). Estas
aferencias hipotalamicas procedentes de la insula agranular son menos abundantes en los
primates y, en cualquier caso, estan dirigidas principalmente al hipotamo lateral posterior (Ongir
& Price, 1998; Flynn et al., 1999).

El cortex insular posterior disgranular proyecta de manera intensa al complejo
amigdalino, sobre todo a la divisién lateral del nlcleo central, la parte dorsolateral del nicleo
lateral y la parte lateral del nlcleo basolateral posterior (Yamamoto et al., 1984; McDonald, 1998;
Shi & Cassell, 1998a; 1998b). En el caso de la corteza insular anterior, sus eferencias se dirigen
también a la parte rostral del nucleo lateral, al nicleo basolateral anterior y, con menor densidad,
a la cara rostral del nucleo central (McDonald, 1998; Shi & Cassell, 1998a). En este circuito
anatémico, se ha descrito una proyeccion GABAérgica desde el nucleo central amigdalino al
complejo parabraquial, tanto a su division medial como a la lateral (Jia et al., 2005). Finalmente,
Shi y Cassell (1998b) han identificado una via implicada en el procesamiento de inputs
somatosensoriales y que transmitiria la informacion de manera secuencial por el cortex

somatosensorial, el cortex insular parietal y el nucleo basolateral de la amigdala.

Corteza

insular

Amigdala

Figura 17. Las extensas proyecciones eferentes de la insula dirigidas a estructuras caudales sugieren que
esta area cortical podria sustentar un mecanismo de control o de feedback sobre los circuitos anatémicos
implicados en el procesamiento de estimulos reforzantes y aversivos. Abreviaturas: ACC: Nucleo Accumbens;
ATV: Area Tegmental Ventral; HTL: Hipotalamo lateral.



Se han descrito proyecciones insulares dirigidas al nucleo accumbens (McDonald, 1991;
Wright & Groenewegen, 1996; Chikama et al., 1997; Fenu et al., 2001; Kelley et al., 2002; Jasmin
et al., 2004; Reynolds & Zahm, 2005). Concretamente, existirian conexiones directas entre la
capsula (shell) del nucleo accumbens y la regidén medial del cortex insular, y también entre la
zona interna (core) del nucleo accumbens y la corteza insular agranular posterior (Reynolds &
Zahm, 2005).

Por Ultimo, existen proyecciones insulares dirigidas a regiones caudales, tales como el
coliculo inferior, que recibe vias eferentes procedentes de la regién caudal del cortex insular
granular (Kimura et al., 2010). También el nucleo parabraquial y el locus coeruleus reciben vias
procedentes de la insula (Saper, 1982; Moga et al., 1990; Flynn et al., 1999; Jasmin et al., 2004).
Concretamente, proyecciones eferentes originadas tanto en la corteza insular agranular posterior
(Otake & Nakamura, 2003) como en el cortex insular granular y disgranular (Hayama & Ogawa,

2001) terminan en la zona gustativa del nucleo del tracto solitario.

11.4. NEUROQUIMICA DE LA CORTEZA INSULAR.

Como no podia ser menos, en una region cortical tan amplia se han localizado e
identificado una gran mayoria de los sistemas neuroquimicos de transmision. Asi, en la corteza
insular se ha detectado la presencia de receptores 5-HT1a, que han sido relacionados con
distintos procesos cognitivos y emocionales (Palchaudhuri & Fllige, 2005).

Los receptores gabaérgicos han sido situados en las regiones granular y disgranular, y
podrian estar relacionados con el procesamiento gustativo, entre otras funciones (Ogawa et al.,
1998; Berman, 2003).

Uno de los sistemas de neurotransmision mas estudiados en la corteza insular es el
colinérgico. La actividad colinérgica en esta regién ha sido relacionada también con el
procesamiento de estimulos gustativos (Shimura et al., 1995), especialmente los de caracter
novedoso (Miranda et al., 2000; 2003). Es mas, se ha constatado que el bloqueo de la actividad
colinérgica produce un déficit en la codificacion de los sabores, concretamente durante el
desarrollo del aprendizaje aversivo gustativo (Naor & Dudai, 1996; Miranda et al., 2003).

Una vez mas, los receptores glutamatérgicos NMDA y AMPA, presentes en esta
region, también han sido implicados en el desarrollo de los aprendizajes gustativos (Berman,
2003).
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Por Ultimo, se ha observado una alta densidad de receptores opiaceos mu en la corteza
insular agranular, los cuales parecen estar localizados fundamentalmente en las arborizaciones
dendriticas de esta zona. También existe una elevada concentracién de receptores kappa,
fundamentalmente en la zona disgranular (Mansour et al., 1994; Burkey et al., 1996; Izenwasser
et al., 1999). Una vez mas y siempre muy relacionado con el sistema opiaceo enddgeno,
aparece el sistema dopaminérgico presente en esta zona (Berman, 2003) y actuando, sobre

todo, a través de receptores D2 (Hurd et al., 2001).

12. FUNCIONES DE LA CORTEZA INSULAR

La corteza insular es un area que ha sido implicada en una gran variedad de procesos
funcionales que van desde la regulacion de funciones autondmicas basicas (Cechetto & Saper,
1987; Zhang & Oppenheimer, 2000) hasta el procesamiento emocional, entre otras muchas (Shin
et al., 2000; Peyron et al., 2000). Sin embargo y de acuerdo con los objetivos de esta Tesis

Doctoral se pueden mencionar los siguientes:

Procesamiento gustativo

A partir de sus conexiones reciprocas con la region parvicelular del nucleo talamico
ventral posterior medial, la region gustativa del talamo (Lasiter et al., 1985; Kinomura et al., 1994;
Small et al., 1999; Nakashima et al., 2000; Jasmin et al., 2004), muchos autores han investigado
la implicacion de la corteza insular en este sistema sensorial (Hanamori et al., 1998a; 1998b;
Yefet et al., 2006) asi como su relacion con otros procesos de indole, por ejemplo, adquisitiva y
cognitiva. En seres humanos, la administracion, por ejemplo, de una solucién salina induce la
activacion de la corteza insular izquierda (Kinomura et al., 1994), curiosamente la misma region
cortical insular implicada en el procesamiento olfatorio (Zatorre et al., 1992; Veldhuizen et al.,
2010), una interaccién que podria explicar la palatabilidad, un constructo relacionado con las
propiedades heddnicas y el valor reforzante de los alimentos. Esta actividad insular estaria en
funcién, sin embargo, del estado nutritivo de las personas, es decir, de su estado de privacién o
saciacion (Gautier et al., 1999), un factor que determinaria la valoracién hedonica de una ingesta

determinada. Otros estudios, sin embargo, utilizando técnicas de neuroimagen, sitlan esta area

79



de integracion gustativa-olfativa en el hemisferio derecho preferentemente (Small et al., 1999; de
Araujo et al., 2003).

En este sentido, los animales suelen desarrollar aversiones generalmente mas intensas
cuando se utiliza como estimulo una combinacion de olor y sabor, excepto cuando la insula esta
lesionada, en cuyo caso el sabor no potencia el aprendizaje aversivo hacia el olor (Lin et al.,
2009).

Existe el convencimiento de que también en seres humanos la insula anterior
representa el area cortical gustativa primaria por excelencia (Small et al., 1997; 1999; Pritchard
et al., 1999; Sewards & Sewards, 2001), mientras que el cortex orbitofrontal caudolateral
constituiria el area gustativa secundaria. Small y colaboradores (1997), tras analizar los patrones
de respuesta al sabor, han propuesto que el area insular anterior parece ser una region esencial
en el procesamiento de las sensaciones gustativas y, mas concretamente, en la deteccion de la
intensidad del sabor (Pritchard et al., 1999). Sin embargo, este reconocimiento de los sabores
s6lo es posible a partir de la integracion de la informacion gustativa con las distintas redes
neurales motivacionales y heddnicas implicadas en la alimentacién, y que incluirian también la

participacion de estructuras tales como la amigdala y el Idbulo temporal (Pritchard et al., 1999).

En este contexto, la corteza insular ha sido implicada en la adquisicion y mantenimiento
del aprendizaje aversivo gustativo (Cubero et al., 1999; Flynn et al., 1999; Sakai & Yamamoto,
1999; Escobar & Bermidez-Rattoni, 2000; Yamamoto, 2007; Purén-Sierra et al., 2010; Ma et al.,
2011). Las conexiones eferentes originadas en la zona agranular de la insula y que proyectan al
nucleo del Tracto Solitario, algunas de ellas a través de la amigdala, son necesarias, segin
algunos autores, para la expresion del aprendizaje aversivo gustativo (Schafe & Bernstein,
1998). Dentro de esta modalidad de aprendizaje se ha detectado una activacion conjunta del
NTS, el nicleo parabraquial, el subnicleo central amigdalino, el complejo basolateral de la
amigdala, asi como del cortex insular (Koh & Bernstein, 2005). La participacién de la corteza
insular dependeria funcionalmente de la novedad del sabor utilizado como estimulo condicionado
(Koh & Bernstein, 2005), mientras que el nlcleo basolateral amigdalino seria responsable,
mediante potenciacién a largo plazo sobre el cortex insular, de la retencién del aprendizaje

aversivo gustativo (Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000).
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Procesamiento visceral

Estudios neuroanatémicos en roedores y humanos han revelado que la informacion de
indole visceral alcanza la corteza insular siguiendo una trayectoria secuencial a través del nicleo
del tracto solitario, el nucleo parabraquial y el talamo ventrobasal, aunque también se han
descrito conexiones directas desde el propio nucleo parabraquial (Cechetto & Saper, 1987; Yasui
et al., 1989; De Lacalle & Saper, 2000). Asi, por ejemplo, una integracion de inputs
barorreceptores y somatosensoriales ocurre ya a nivel del citado nucleo talamico (Zhang &
Oppenheimer, 2000). Igualmente, regiones cardiovasculares de la corteza insular y del talamo
ventrobasal podrian estar relacionadas con las manifestaciones autonémicas y afectivas que
provocan los estimulos dolorosos (Hecht et al., 1999; Zhang et al., 1999; Zhang & Oppenheimer,
2000). La representacion cardiovascular en la insula ha sido situada en la corteza posterior, si
bien otras investigaciones han revelado una cierta activacion en areas de la insula anterior
derecha (Zhang & Oppenheimer, 1997).

Las células implicadas en el procesamiento de las distintas modalidades viscerales se
sitlian dorsal y posteriormente en el cértex insular granular. Sin embargo, mientras las zonas de
procesamiento de los mecanorreceptores gastricos se localizan dorsal y posteriormente en el
cortex insular granular, los inputs cardiopulmonales lo hacen en areas mas ventrales y
posteriores (Cechetto & Saper, 1987). También se han localizado inputs gastricos en algunas
zonas insulares agranulares y disgranulares (Aleksandrov et al., 1996). Y, al revés, estos mismos
autores han demostrado también que la estimulacion eléctrica del cortex insular puede evocar

cambios en el tono gastrico.

Procesamiento nociceptivo

Un primer indicio de la implicacién de la insula en el procesamiento nociceptivo se
deduce a partir de las proyecciones talamicas que proyectan al cértex insular granular ipsilateral
(Cechetto & Saper, 1987; Deshois & Villanueva, 2001).

Las neuronas del cortex insular posterior son sensibles a estimulos dolorosos, como el
simple pinzamiento de la cola de los roedores (Hanamori et al., 1998a; 1998b). También se ha
observado activacion insular tras la aplicacién de estimulos viscerales nociceptivos (Lazovic et

al., 2005). Estos datos sugieren la existencia de una cierta convergencia de inputs nociceptivos
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somaticos y viscerales en la corteza insular (lto, 1998), que estarian, al parecer,
somatotdpicamente organizados en el cerebro humano (Brooks et al., 2005).

A través de técnicas de neuroimagen se ha localizado la percepcion de dolor agudo en el
cortex insular anterior, en la mayoria de los casos bilateralmente (Oshiro et al., 1998; Peyron et
al., 2000). Aunque esta region parece codificar estimulos térmicos no nocivos, se observa un
marcado incremento de la actividad cuando estos estimulos alcanzan el umbral doloroso (Peyron
et al., 2000; Ogawa & Wang, 2002). Mas aun, Inui y colaboradores (2003) revelan que si bien la
respuesta a estimulos somatosensoriales tactiles y dolorosos es similar en las areas corticales
somatosensoriales, la estimulacién dolorosa provoca una activacién diferencial en la corteza
insular. Esto es, la corteza insular en su parte anterior podria estar mas implicada en el
procesamiento de la informacién somatosensorial dolorosa (Treede et al., 2000; Inui et al., 2003),
mientras que la insula posterior se relacionaria en mayor medida con el procesamiento de la
informacion somatosensorial tactil.

Por otra parte, las regiones corticales insulares también han sido implicadas en procesos
de induccion de analgesia. Asi, el alivio del dolor inducido mediante la estimulacion eléctrica del
talamo somatosensorial (nicleos ventroposterior lateral y medial) parece provocar también la
activacion de la corteza insular ipsilateral (Duncan et al., 1998). De hecho, la regién insular
agranular ha sido relacionada particularmente con la antinocicepcién inducida mediante morfina
(Burkey et al., 1996).

Algunos autores han propuesto que la corteza insular podria estar implicada
particularmente en el componente afectivo del dolor (Zhang et al., 1999; Treede et al., 2000; Inui
et al,, 2003), sobre todo teniendo en cuenta sus multiples conexiones con el sistema limbico
(Morgane & Mokler, 2006). En este sentido, se ha demostrado que lesiones del cortex insular
anterior provocan un sindrome de asimbolia dolorosa y, como consecuencia de ello, un

incremento de la tolerancia dolorosa (Greenspan et al., 1999).

Integracion de inputs sensoriales y procesamiento emocional

Al igual que el complejo parabraquial, la corteza insular ha sido relacionada con diversos
procesos aversivos y reforzantes (Phan, Wager, Taylor & Liberzon, 2002), algo que seria
explicable en funcion de la notable convergencia de inputs que se produce en esta region

(Hanamori et al., 1998a; 1998b; Kimura et al., 2010; Ibafiez et al., 2010), asi como por sus
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conexiones con el sistema limbico (Morgane & Mokler, 2006). De hecho, muchos autores han
destacado la correlaciéon existente entre la activacion insular y los informes subjetivos
relacionados con sentimientos, tales como la felicidad, el asco, el enfado, la ansiedad, la tristeza
0 la culpa (Liotti et al., 2000; Shin et al., 2000; Phan et al., 2002; Murphy et al., 2003; Marci et al.,
2007; Stein et al., 2007; Cerqueira et al., 2008; Harrison et al., 2008; Takahashi et al., 2008). En
esta zona cortical podria producirse una integracién de informacion que finalmente permita
generar distintos estados de indole afectiva (Zhang et al., 1999; Peyron et al., 2000; Zhang &
Oppenheimer, 2000; Craig, 2002; 2009; 2010; Garavan, 2010; Ibafiez et al., 2010), en los que
podrian ser relevantes sus conexiones con el complejo parabraquial (Bechara, 2004).

En esta linea, estudios con técnicas de neuroimagen han puesto de manifiesto la
activacion de la insula humana durante el desarrollo de juegos de azar, una observacion que
incluye la participacion de procesos complejos, tales como la anticipacién de recompensas 0
castigos en funcion de las elecciones realizadas (Elliot, Friston & Dolan, 2000; Liu et al., 2007).
Sin embargo, los resultados no son concluyentes en lo referente a su participaciéon en el
establecimiento de la valencia hedédnica, ya que mientras algunos estudios la relacionan con el
procesamiento de los componentes tanto recompensantes como aversivos - por ejemplo, ganar
0 perder una apuesta -, otros autores la implican solamente en los aspectos mas aversivos del
juego, tales como la anticipacién de castigos o pérdidas, o la valoracion de las elecciones
erréneas llevadas a cabo (Liu et al., 2007).

Finalmente, en pacientes con dafio insular se han observado déficits relacionados
incluso con la consciencia del propio cuerpo, manifestando sintomas patoldgicos tales como
alucinaciones somaticas o somatoparafrenia (Roper et al., 1993; Karnath et al., 2005; Karnath &
Baier, 2010).

¢Drogadiccion?

Estudios llevados a cabo con pacientes adictos a las diversas sustancias de abuso
(heroina, cocaina, nicotina, marihuana o alcohol) han puesto de manifiesto una cierta correlacion
entre la activacion de la corteza insular y los sentimientos de craving o ansia/urgencia por volver
a consumir la citada sustancia (Wang et al., 1999a; Sell et al., 2000; Brody et al., 2002; Tapert et
al., 2004; Naqvi & Bechara, 2009; Filbey et al., 2009). Esta hiperactividad cortical siempre se
produce en paralelo con la de otras estructuras limbicas, como la amigdala, el estriado ventral o
el cingulo anterior (Childress et al., 1999; Brody et al., 2002; Tapert et al., 2004; Filbey et al.,
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2009; Garavan, 2010). Estudios experimentales recientes con lesiones insulares, tanto en
animales (Contreras et al., 2007; Forget et al., 2010) como en humanos (Naqvi et al., 2007),
parecen apoyar estos resultados iniciales. Asi, las personas con lesiones insulares dejan de
fumar sin manifestar la necesidad de volver a hacerlo y, ademas, sin sufir recaidas (Naqvi et al.,
2007). En esta linea, varios estudios realizados con animales han demostrado que la
desactivacién temporal de la corteza insular suprimia también en los animales adictos la
necesidad de buscar y consumir diversas drogas de abuso, como la nicotina o las anfetaminas
(Contreras et al., 2007; Forget et al., 2010).

Naqvi y Bechara (2009) han propuesto que la insula constituiria el sustrato neural en el
que se representan los efectos interoceptivos de las drogas de abuso, y que ademas seria el
lugar donde se transforman en sentimientos de placer consciente. Conforme se desarrolla la
adiccion, los estimulos asociados a las drogas pueden adquirir un gran poder de incentivo,
generando asi el craving, cuyo sustrato neural también parece implicar a la corteza insular
(Wang et al., 1999a; Sell et al., 2000; Brody et al., 2002; Tapert et al., 2004; Filbey et al., 2009;
Naqvi & Bechara, 2009). Esta informacion se transmitiria posteriormente a las areas implicadas
en el inicio y vigorizacién de las conductas motivadas (como el nucleo accumbens) siempre a
través de proyecciones excitatorias procedentes de la corteza insular (McDonald, 1991; Wright &
Groenewegen, 1996; Chikama et al., 1997; Fenu et al., 2001; Kelley et al., 2002; Jasmin et al.,
2004; Reynolds & Zahm, 2005).

Mas aun, la participacion de la region insular en la sensacién de craving no parece ser
especifica al ambito de las drogas de abuso (Garavan, 2010), ya que impulsos naturales,
biolégicamente relevantes, como el hambre, la sed o la excitacién sexual también inducen una
consistente activacion insular (Tataranni et al., 1999; Egan et al., 2003; Gizewski et al., 2006;
Porubska et al., 2006; Hu et al., 2008; Zhu et al., 2010), lo cual permite atribuir a esta region

corticual una funcion interoceptiva mas general (Naqvi & Bechara, 2009; Craig, 2010).
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OBJETIVO DE LA INVESTIGACION

Como se ha puesto de manifiesto a lo largo de esta introduccidn, a veces la estimulacién
eléctrica de una misma area cerebral puede generar efectos de caracter tanto reforzante como
aversivo (Olds & Milner, 1954; Kiser et al., 1978a; 1978b; Carr et al., 1982; Depoortere et al.,
1990a; 1990b; Gomita et al., 1991; 2003; Anderson et al., 1995; Melo & Brandao, 1995; Diotte et
al., 2000; 2001), un hecho que sugiere la existencia de una estrecha interrelacién entre los
sistemas neurales implicados en el procesamiento de estimulos apetitivos y aversivos (Hoebel,
1976; Salamone, 1994; Anderson et al., 1995; Brandao et al., 1999; Robbins & Everitt, 1999;
O'Doherty et al., 2001). El sustrato neuroanatomico que subyace al refuerzo coincidiria de
alguna manera dentro de determinadas areas cerebrales con los mecanimos responsables del
procesamiento aversivo (Carr & Wolinsky, 1993; Carr, 1996; Carr et al., 2010). Asi, se ha
comprobado, por ejemplo, que el ATV, la capsula del nlcleo accumbens o la corteza prefrontal
medial pueden constituir simultaneamente el sustrato de procesos motivacionales tanto
apetitivos como aversivos (Salamone, 1994; Small et al., 2001; Reynolds & Berridge, 2002;
Ventura, Morrone & Puglisi-Allegra, 2007; Brischoux et al., 2009).

En esta linea, resultados previos en nuestro laboratorio sugieren que también en el
Complejo Parabraquial (y mas concretamente en el NPBLe) podria procesarse informacion de
caracter tanto apetitivo como aversivo (Mediavilla et al., 2000; Zafra et al., 2002; Garcia, 2009).
Esta Tesis se ha centrado inicialmente en el estudio de esta region pontina y en el analisis de los
mecanismos implicados en los dos procesos motivacionales mencionados, aversidn y refuerzo.

Estudios realizados en nuestro laboratorio en torno al Aprendizaje Aversivo Gustativo
han establecido la existencia de dos modalidades de aprendizaje tetrica y procedimentalmente
diferentes y que han sido denominados concurrente y secuencial. Con respecto al aprendizaje
secuencial (o a largo plazo), los animales reciben en una primera sesion un estimulo gustativo
que posteriormente es asociado con la administracion de una sustancia nociva/aversiva (por

ejemplo, CILi); en una segunda sesién, se ofrece, tras un intervalo de tiempo variable, un nuevo
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estimulo gustativo que es seguido de la inyeccidn de suero fisiologico isoténico. Este ensayo,
compuesto por dos sesiones, puede repetirse en alguna ocasién mas si asi se considera
oportuno para intensificar el aprendizaje. Este proceso implica finalmente una prueba de
discriminacion gustativa en la que los animales pueden elegir entre los dos estimulos gustativos
presentados. Se ha propuesto que esta modalidad de aprendizaje cumple los requisitos
caracteristicos de los aprendizajes explicitos (Mediavilla et al., 2005). Por su parte, en la
modalidad de aprendizaje concurrente (o a corto plazo) los animales disponen, en cada ensayo,
de ambos estimulos gustativos al mismo tiempo, de manera que la ingesta de uno de ellos
implica la administracion simultanea de una sustancia aversiva (por ejemplo, cloruro sodico
hipertonico o sulfato de cobre) mientras que el consumo del otro estimulo conlleva la inyeccion
de suero fisioloégico. Estos ensayos han de repetirse un nimero determinado de dias
(aproximadamente cinco) en los que progresivamente los animales se van decantando por el
estimulo gustativo “correcto” (asociado a suero fisioldgico). Se ha sugerido que esta modalidad
concurrente se ajusta a las caracteristicas de los aprendizajes implicitos (Mediavilla et al., 2005).

Ademas, estas dos modalidades de aprendizaje parecen sustentarse sobre ejes viscero-
cerebrales anatémicamente diferenciados pero que incluyen el procesamiento de informacién
visceral de caracter tanto reforzante como aversivo (Arnedo et al., 1990; 1993; Gallo et al., 1990;
1991; Aguero et al., 1993a; 1993b; 1997; Mediavilla et al., 1999; 2000; Cubero & Puerto, 2000;
Cubero et al., 2001; Zafra et al., 2002; Simon, 2003; Simén et al., 2007; 2008; 2009). Uno de
estos ejes anatémicos seria el constituido por el Nervio Vago, el NTS, el NPB medial y el NPBL
externo (Fulwiler & Saper, 1984; Aglero et al., 1997; Mediavilla et al., 2000; Zafra et al., 2002;
Simon et al., 2007; 2008; 2009), implicado en aprendizajes concurrentes o a corto plazo. El
funcionamiento del otro sistema neurobioldgico requeriria de la integridad del Area Postrema, el
Area Parabraquial Lateral y el NPBM externo, y estaria relacionado con el aprendizaje
secuencial 0 a largo plazo (Ritter et al., 1980; Gallo et al., 1988; 1991; Cubero & Puerto, 2000;
De la Torre & Agiiero, 2009).

A partir de estos datos se ha considerado al Complejo Parabraquial como un relevo
esencial en el procesamiento de la informacion viscero-sensorial hacia estructuras encefalicas
rostrales (Fulwiler & Saper, 1984; Herbert et al., 1990; Moga et al., 1990; Halsell, 1992; Kobashi
et al., 1993; Saleh & Cechetto, 1993; Bernard et al., 1994; Yamamoto et al., 1994b; Saper,
1995b; De Lacalle & Saper, 2000; Karimnamazi et al., 2002). Dentro de este complejo
anatomico, el NPBLe ha sido implicado en procesos de indole aversiva, como con el aprendizaje
aversivo gustativo (Yamamoto et al., 1992; 1994b; Sakai & Yamamoto, 1998; Mediavilla et al.,

2000) o la transmisién de ciertos componentes nociceptivos (Bernard et al., 1991; 1994; 1995;
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Light et al., 1993; Bester et al., 1995; 1997; Saper 1995a; Jasmin et al., 1997), pero también en
el procesamiento de informacién de caracter reforzante, relacionado con la regulacion de la
ingesta alimenticia (Li et al., 1994; Ritter, 1994; Yamamoto et al., 1994a; Monroe & Di Lorenzo,
1995; Hoebel, 1997; Wang et al., 1999b; Reilly & Trifunovic, 2000a; 2000b; Yamamoto & Sawa,
2000a; 2000b). Asi, se ha demostrado que lesiones localizadas en este subn(cleo parabraquial
impiden la adquisién tanto de preferencias como de aversiones gustativas cuando se utilizan
procedimientos de aprendizaje concurrente (Mediavilla et al., 2000; Zafra et al., 2002). Mas aun,
investigaciones recientes han demostrado que la estimulacion eléctrica del PNBLe constituye un
estimulo eficaz para inducir conductas tanto de preferencia como de aversion hacia un lugar
(Hurtado et al., 2006; Simédn et al., 2007; 2008; 2009; Garcia, 2009).

En conjunto, estos estudios sugieren que las modalidades de aprendizaje gustativo
concurrente y secuencial pueden establecerse también utilizando distintas modalidades dentro
del mencionado condicionamiento de preferencias por un lugar. Asi, en el caso del aprendizaje
secuencial, uno u otro de los dos entornos (0 compatimentos) del laberinto es asociado a un
tratamiento u otro (en dias alternos), de modo que la mitad de las sesiones de adquisicién
quedaran asociadas a un tipo de intervencidn bioldgica y la otra mitad a una situacién control.
Por su parte, en el procedimiento concurrente (implicito), el animal tiene a su disposicion en cada
sesion de aprendizaje los dos entornos estimulares (compartimentos). Esto es, el animal puede
permanecer en uno de los compartimientos donde simultaneamente recibira, por ejemplo,
estimulacion eléctrica intracerebral o, por el contrario, puede trasladarse al otro compartimento,
donde no sera sometido a ningun tratamiento (situacion control). La capacidad de la estimulacién
eléctrica del NPBLe para inducir conductas de preferencia o aversion por un lugar ha sido estudiada
previamente utilizando tareas de tipo concurrente (Hurtado et al., 2006; Simén et al., 2007; 2008;
2009; Garcia, 2009). Sin embargo, los procedimientos secuenciales son los habituales en los
estudios sobre las propiedades reforzantes de las drogas de abuso (MacKey & Van der Kooy,
1985; MacKey, Séller & Van der Kooy, 1986; Leone & Di Chiara, 1987; Bilsky et al., 1990; Suzuki
& Misawa, 1995; Olmstead & Franklin, 1996; Maldonado et al., 1997; Xu, Wang, Wu & Pei, 2001;
Rezayof et al., 2002; 2003; Duarte et al., 2003; Milekic, Brown, Castellini & Alberini, 2006).
Existen, sin embargo, pocos datos sobre la capacidad de inducir aversion hacia un lugar mediante este
procedimiento secuencial (Bechara & Van der Kooy, 1987; Bechara, Zito & Van der Kooy, 1987;
Bechara, Martin, Pridgar & Van der Kooy, 1993); los estudios sobre las propiedades aversivas de
las drogas de abuso suelen llevarse a cabo a través de tareas de aprendizaje gustativo (Bechara
et al., 1993; Davis, Rice & Riley, 2009; Liu, Showalter & Grigson, 2009). En este sentido, analizar
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la posibilidad de establecer aprendizajes de preferencia y aversion por un lugar sustendados por
estimulacion eléctrica del NPBLe mediante procedimientos secuenciales va a ser uno de los
objetivos de esta Tesis.

Por otra parte, a lo largo de esta introduccion se ha destacado la estrecha relacién
anatémica y funcional existente entre el Complejo Parabraquial y la Corteza Insular (Saper &
Loewy, 1980; Fulwiler & Saper, 1984; Cechetto & Saper, 1987; Yasui et al., 1989; Ito, 1992;
Bernstein, 1999; Zhang & Oppenheimer, 2000; Zhang et al., 2011). La Corteza Insular es un area
que ha sido relacionada con el procesamiento de informacion tanto reforzante como aversiva.
Por ejemplo, esta regién ha sido relacionada tanto con la adquisicion y retencién del aprendizaje
aversivo gustativo (Cechetto & Saper, 1987; Yamamoto et al., 1989; Sakai & Yamamoto, 1999;
Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000; Yamamoto, 2007; Purén-Sierra et al., 2010; Ma et al., 2011)
como con el aprendizaje de preferencias conductuales (Cubero et al., 1999; Garcia, 2009).

De hecho, investigaciones llevadas a cabo en nuestro laboratorio han demostrado que la
activacion de la Corteza Insular, mediante estimulacion eléctrica intracerebral, es un
procedimiento adecuado para inducir preferencias comportamentales, tanto con procedimientos
gustativos como espaciales (Cubero & Puerto, 2000; Simén, 2003; Simén et al., 2007; 2008;
2009; Garcia, 2009).

En este contexto, los experimentos de esta Tesis Doctoral pretenden analizar
inicialmente las caracteristicas farmacologicas y fisioldgicas de los efectos recompensante y
aversivo de la estimulacion eléctrica del subnucleo parabraquial lateral externo. Para ello, el
procedimiento experimental que se utilizara sera el Condicionamiento de Preferencias por un

Lugar inducido mediante estimulacion eléctrica intracerebral.

En los primeros cinco primeros experimentos se llevara a cabo un andlisis farmacolégico
de los efectos recompensante y aversivo de la estimulacion eléctrica del NPBLe. Dadas las altas
concentraciones de receptores opiaceos mu y kappa existentes en el Complejo parabraquial
(Quirion et al., 1983; Lynch et al., 1985; Mansour et al., 1994; 1995; Wolinsky et al., 1994; 1996)
asi como la implicacién de estos sistemas neurotransmisores en el procesamiento de
informacion de caracter reforzante (Bozarth y Wise, 1981; 1983; Crowder & Hutto, 1992a; 1992b;
Le Magnen, 1992; Bechara et al., 1993; Carr & Papadouka, 1994; Papadouka & Carr, 1994;
Nader et al., 1996b; Hoebel, 1997) y aversiva - en este Ultimo caso, sobre todo el sistema

opiaceo kappa - (Shippenberg & Herz, 1987; Shippenberg et al., 1988c; Mansour et al., 1995;
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McLaughlin et al., 2003; Beardsley et al., 2005; Valdez et al., 2007; Koob, 2008), se
administraran antagonistas opiaceos considerando que estos farmacos podrian bloquear los
efectos reforzante y aversivo de la estimulacion eléctrica.

Por otra parte, es un hecho bien establecido que el sistema opiaceo ejerce sus efectos
en interaccién con mecanismos dopaminérgicos (Hernandez & Appel, 1980; Bozarth & Wise,
1983; Ettenberg & Duvauchelle, 1988; Cunningham & Kelley, 1992; Balcells-Olivero & Vecina,
1997; Duvauchelle et al., 1997; Manzanedo, 2001; Santi & Parker, 2001), los cuales a su vez han
sido repetidamente asociados al procesamiento apetitivo (Wise, 1982; Garris et al., 1999;
Fernandez-Espejo, 2002; Phillips, 2003; Ungless, 2004) y aversivo (Cooper et al., 1974; Neill et
al., 1974; Lorden et al., 1980; Sanger, 1987; Wadenberg et al., 1990; White et al., 1992;
Castellano et al., 1992; McCullough et al., 1993; Salamone, 1994; Reilly & Trifunovic, 2000b;
Fenu et al., 2001; 2005). Por ello, también se comprobara si los antagonistas dopaminérgicos
podrian bloquear los efectos reforzante y aversivo de la estimulacion eléctrica del NPBLe, tal y
como la mayoria (no toda) la bibliografia disponible podria anticipar.

Estudios previos en nuestro laboratorio han observado una reduccion significativa en el
efecto de preferencia obtenido cuando se asocian repetidamente unos estimulos gustativos con
la estimulacién eléctrica de la Corteza Insular Agranular Posterior (Garcia, 2009). Este resultado
contrasta, por ejemplo, con la conducta mostrada por los animales sometidos a tareas de AEIC.
De hecho, desde su descubrimiento en 1954, no se ha informado sobre una disminucion en la
tasa de respuesta de los animales tras largos periodos de AEIC. Méas bien, por el contrario, las
ratas mantienen la respuesta de AEIC, una vez adquirida, y sélo disminuyen su tasa de actividad
por agotamiento, cuando se encuentran exhaustas (Routtenberg & Lindy, 1965; Spies, 1965).
Asi, estos resultados parecen indicar inicialmente que el fenémeno de la AEIC y los efectos
inducidos mediante estimulacion eléctrica intracerebral del NPBLe y la Corteza Insular pueden
no ser semejantes (Garcia, 2009; Simédn et al., 2009). Por ello, en los experimentos séptimo y
octavo, se examinara el efecto de la aplicacién repetida de estimulacion eléctrica en el NPBLe y
en la corteza insular agranular posterior sobre su potencial reforzante. En este sentido, podria
esperarse que la estimulacion elétrica masiva pueda provocar una reduccion en su capacidad
reforzante o, lo que es lo mismo, que esta estimulacién repetitiva pueda inducir un efecto de
saciacion o tolerancia.

Finalmente, en el noveno experimento de esta Tesis Doctoral se analizara el efecto
diferencial de la administracién contingente y no contingente de la estimulacién eléctrica del
NPBLe sobre su potencial reforzante. Se ha comprobado que la estimulacién eléctrica

intracerebral muestra efectos neuroadaptativos diferenciales dependiendo de si es
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autoadministrada por el propio animal o si es administrada por el experimentador (Garris et al.,
1999; Kilpatrick et al., 2000), por ello, en este experimento se pretende analizar si estos efectos
neuroadaptativos diferenciales también se extienden al &mbito conductual. M&s concretamente,
en este Ultimo experimento se pretende confirmar si, de acuerdo con la suposicion planteada, el
modo de administracién no contingente de la estimulacion eléctrica del NPBLe podria ser el

factor crucial en la reduccién en su efecto reforzante.
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CAPITULO I:

BLOQUEO FARMACOLOGICO DE LA AVERSION HACIA UN
LUGAR INDUCIDA MEDIANTE ESTIMULACION ELECTRICA
DEL SUBNUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL EXTERNO

Diversos estudios han demostrado que la estimulacion eléctrica de determinadas areas
cerebrales puede inducir un efecto aversivo, efecto que se ha puesto de manifiesto mediante el
desarrollo de aversiones hacia un lugar y la generacién de otro tipo de comportamientos —
conductas de huida o conductas dirigidas a detener la estimulacion eléctrica- en los animales
(Kiser et al., 1978a; 1878b; Carr et al., 1982; Depoortere et al., 1990a; 1990b; Bagri et al., 1991;
2005; Duvauchelle & Ettenberg, 1991; Gomita et al., 1991; 2003; Melo & Brandao, 1995; Diotte et
al., 2001).

En este sentido, se ha demostrado que el condicionamiento por un lugar es un
paradigma experimental sensible y fiable para medir el valor motivacional de diferentes
tratamientos cerebrales (Tzschentke, 1998). De acuerdo con este procedimiento, un estimulo
incondicionado es repetidamente asociado a un conjunto de indices ambientales
motivacionalmente neutros que adquieren, a lo largo del condicionamiento, propiedades de
estimulo condicionado, de manera que el animal puede responder ante su presentacion con un
comportamiento de acercamiento, en el caso de preferencias por el lugar, o de evitacion, en el
caso de generar aversiones hacia un entorno.

Estudios en nuestro laboratorio han demostrado la participacion del subnucleo
parabraquial lateral externo (NPBLe) en la generacién tanto de procesos de recompensa
cerebral como de comportamientos de indole aversiva. Concretamente, Simén y colaboradores
(2007; 2008) observaron conductas de aversion hacia un lugar tras la estimulacion eléctrica del
citado subnucleo en aproximadamente un tercio de los animales intervenidos, mientras que se

produjeron preferencias por un lugar en otro tercio de los animales intervenidos.
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Una de las caracteristicas mas llamativas de la region parabraquial es la presencia de
altas concentraciones de receptores opiaceos (Quirion et al., 1983; Lynch et al., 1985; Mansour
et al., 1994; 1995; Wolinsky et al., 1994; 1996). Asi, con el objetivo de analizar las caracteristicas
neuroquimicas de este comportamiento de caracter aversivo inducido mediante estimulacion
eléctrica del NPBLe, se ha examinado la implicacion del sistema opiaceo en éste, y para ello se
ha utilizado naloxona, un farmaco que ha sido implicado en la interrupcién o reduccion del
condicionamiento de preferencias por el lugar inducidas tanto por reforzadores naturales (Miller &
Baum, 1989; Agmo et al., 1995) como por drogas de abuso, entre ellas, la cocaina (Kuzmin et
al., 1997) o la morfina (Bilsky et al., 1990).

Por ofra parte, es un hecho bien conocido que el sistema opiaceo ejerce sus efectos en
interaccién con mecanismos dopaminérgicos (Hernandez & Appel, 1980; Bozarth & Wise, 1983;
Ettenberg & Duvauchelle, 1988; Cunningham & Kelley, 1992; Balcells-Olivero & Vecina, 1997;
Duvauchelle et al., 1997; Manzanedo, 2001; Santi & Parker, 2001), los cuales a su vez han sido
repetidamente asociados al procesamiento aversivo (Salamone, 1994). En este sentido, diversos
estudios experimentales han demostrado que la administracion de 6-OHDA o de diversos
neurolépticos deteriora el desarrollo tanto del condicionamiento aversivo gustativo (Lorden et al.,
1980; Reilly & Trifunovic, 2000b; Fenu et al., 2001; 2005) como del aprendizaje de evitacién y
escape (Cooper et al., 1974; Neill et al., 1974; Sanger, 1987; Wadenberg et al., 1990; White et
al., 1992; Castellano et al., 1992; McCullough et al., 1993; ver, sin embargo, Brammer et al.,
1981; Ichiara et al., 1988; 1989). También se ha comprobado que una gran variedad de
condiciones aversivas o estresantes incrementan la liberacion y el metabolismo de la DA en
diversas areas cerebrales (Thierry et al., 1976; Deutch et al., 1985; D'Angio et al. 1987; Kalivas &
Abhold, 1987; Cenci et al., 1992; Imperato et al., 1992; McCulloug & Salamone, 1992; Inoue et
al, 1994; Salamone, 1994; Doherty & Gratton, 1997; Wilkinson et al., 1998; Di Chiara et al., 1999;
Fuchs et al., 2005; Young et al., 2005). Mas aun, el sistema dopaminérgico también ha sido
implicado en el procesamiento de las propiedades aversivas de la morfina (Zito et al., 1988;
Pothos et al., 1991; Diana et al., 1995; 1999; Harris & Aston-Jones, 1994).

De acuerdo con todo ello, el segundo experimento realizado en esta Tesis Doctoral
pretende examinar la participacion del sistema dopaminérgico y, mas particularmente, los efectos
de uno de sus antagonistas, el tiapride, sobre la aversion hacia un lugar inducida mediante

estimulacion eléctrica del NPBLe.
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El tiapride es un derivado de benzamida, que actua especificamente sobre los
receptores dopaminérgicos D2 y D3, lo que es consistente con la ausencia de efectos
secundarios motores o cognitivos y con su alta tolerabilidad (Scatton et al., 2001; Petroianu et al.,
2005; 2007). Asimismo, actlla como un débil inhibidor de las colinesterasas (Petroianun et al.,
2005; 2007).

Este farmaco ha sido ampliamente utilizado en el tratamiento de la agitacion y la
agresividad en pacientes ancianos (Scatton et al., 2001), de la disquinesia tardia (Soares &
McGrath, 1999) y para aliviar el sindrome de abstinencia en pacientes en proceso de
desintoxicacién alcoholica (Soyka et al., 2002; Bender et al., 2007). Sin embargo, en este ltimo
caso, el tiapride sélo ha demostrado eficacia en combinacién con carbamacepina (Soyka et al.,
2002; Bender et al., 2007).

Por ultimo, y dadas las frecuentes alusiones a efectos motores tras la administracién de
antagonistas dopaminérgicos (Zarevics & Setler, 1979; Beninger et al., 1980a; 1980b; Ettenberg
et al., 1980; Fenton & Liebman, 1982; Hamilton et al., 1985; Pecifia et al. 1997), se realiz6 un
tercer experimento en el que se han examinado las manifestaciones psicomotrices de este

farmaco.
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EXPERIMENTO 1:
AVERSION HACIA UN LUGAR INDUCIDA MEDIANTE ESTIMULACION ELECTRICA DEL
SUBNUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL EXTERNO: EFECTO DE LA NALOXONA.

METODO

Se han utilizado 38 ratas macho Wistar suministradas por el estabulario de la
Universidad de Granada, y cuyos pesos oscilaban entre 280-350 gr. al inicio del estudio. 25 de
estos animales fueron implantados con un electrodo en el NPBLe, 6 fueron utilizados como
grupo control implantado en el Hipotadlamo Lateral y los 7 restantes no fueron intervenidos

quirdrgicamente.

Procedimiento quirdrgico

A su llegada al laboratorio, los animales fueron instalados en jaulas de metacrilato
individuales de 30x15x30 cm. con el suelo cubierto de serrin. Las paredes laterales son negras y
opacas, mientras que la anterior y la posterior son transparentes. El techo esté constituido por
una rejilla metalica. En uno de los frontales existen dos orificios a través de los que los animales
pueden disponer de agua ad libitum. Por su parte, la comida utilizada es pienso compuesto
Panlab para animales de laboratorio. En todos los experimentos de esta Tesis, los animales
permanecieron, al menos, una semana en estas jaulas antes de iniciar el periodo de cirugia
estereotaxica.

El procedimiento quirdrgico se inicia tras la administracion intraperitoneal de una dosis
de 50mg/Kg de Pentothal Sédico (Thiopental Sédico, Laboratorios Abbot S.A., Madrid). Una vez
anestesiado, se le colocan unas barras accesorias en los meatos auditivos que posteriormente
seran fijadas al equipo estereotaxico (Stoelting, modelo 511.600, USA).

Una vez inmovilizada la cabeza, se efectta un corte longitudinal de unos 2 cm de largo y
se insertan cuatro pequefios tornillos a los que ira fijado un electrodo de referencia de acero
inoxidable de unos 5 cm. de longitud y 0,9 mm. de diametro. A través de un nuevo orificio
craneal, se introduce el electrodo intracerebral hasta alcanzar el NPBLe, con las coordenadas

AP: -0.16; L: +2.5; V: +3 (Paxinos & Watson, 1990). En aquellos casos en los que se utilizé un
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grupo control con electrodos implantados en el hipotalamo lateral, las coordenadas utilizadas
fueron tomadas del atlas de De Groot (1959) AP : +5.8, V:+2.8yL: +1.8.

Los electrodos intracerebrales se fabrican con alfileres entomolégicos de acero
inoxidable (n° 00), a los que se une, formando un angulo recto, una seccion de acero inoxidable
de unos 3 cm. de longitud y 0.9 mm. de diametro, idéntica a la del electrodo de referencia. Todo
este dispositivo queda aislado con INSL-X.

Todo este dispositivo queda fijado cronicamente mediante resina dental (S.R. Denture
Base, Quick 3/60, Ivoclar).

Finalizado el proceso, y para prevenir posibles infecciones, se administr6 Povidona
Yodada (Betadine, Asta Médica, Madrid) y se les inyecté intramuscularmente una dosis de 0.1

cc. de penicilina (Penilevel, Laboratorios Level, S.A., Barcelona).

Procedimiento conductual

Tras, al menos, una semana de recuperacion de la cirugia, se establecieron los
parametros adecuados de estimulacion para cada animal, evitando siempre que los niveles de
corriente pudieran generar vocalizaciones o movimientos involuntarios (Tehovnik, 1996). Esta
fase de establecimiento de la intensidad de estimulacion eléctrica adecuada a cada animal se
repitié en todos los experimentos que componen esta Tesis Doctoral. Los valores utilizados en
este primer experimento oscilan entre 80 y 260 pA. En todos los casos, la zona del laberinto
establecida para la estimulacién de cada animal se fij6 aleatoriamente, de forma que, en cada
caso, la mitad de los animales recibieron la estimulacién en una zona y la otra mitad en la otra

zona del laberinto.

Para la clasificacion de los sujetos experimentales se llevaron a cabo dos ensayos de
condicionamiento de preferencias por un lugar, cada uno con una duracion de diez minutos. En
cada ensayo se establecia el caracter positivo, negativo o neutro de cada animal, atendiendo al
criterio que se expone en la tabla 1. Sin embargo, la clasificacién final de cada animal se
determinaba en funcién de su ejecucién en los dos ensayos de condicionamiento, tal y como

queda reflejado en la tabla 2.
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CRITERIO DE CLASIFICACION DE LOS SUJETOS EXPERIMENTALES
EN CADA ENSAYO DE CONDICIONAMIENTO DE PREFERENCIA POR UN LUGAR DE 10
MINUTOS DE DURACION

Se considera POSITIVO - Si permanece, al menos, 5 minutos en el compartimento del
laberinto asociado a la estimulacion.

Se considera NEGATIVO - Si permanece menos de 3 minutos en el compartimento
asociado a la estimulacion.

Se considera NEUTRO - Si permanece entre 3 y 5 minutos en el compartimento

asociado a la estimulacion.

Tabla 1. Criterio de Clasificacion de los sujetos experimentales en cada ensayo de condicionamiento de
preferencias por un lugar.

CRITERIO DE CLASIFICACION DE LOS SUJETOS
EXPERIMENTALES INTERVENIDOS SEGUN SU EJECUCION
EN LOS DOS ENSAYOS DE CONDICIONAMIENTO

CLAFISICACION FINAL DEL PRIMER ENSAYO DE SEGUNDO ENSAYO DE
ANIMAL CONDICIONAMIENTO CONDICIONAMIENTO
NEUTRO POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO POSITIVO
NEUTRO NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO NEGATIVO
NEUTRO NEUTRO
POSITIVO NEGATIVO
NEUTRO NEGATIVO POSITIVO
POSITIVO NEUTRO
NEGATIVO NEUTRO

Tabla 2. Criterio de clasificacion de los sujetos experimentales segln su ejecucion en los dos ensayos de
condicionamiento de preferencia/aversion por un lugar.
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Estos criterios comportamentales de clasificacion de animales reproducen los seguidos
en estudios previos para establecer los diferentes grupos en funcién del efecto motivacional de la
estimulacion eléctrica intracerebral (Simén et al., 2007; Garcia, 2009).

De acuerdo con los criterios descritos mas arriba, y en funcion de los datos obtenidos, se
obtuvo un grupo de 12 animales negativos, que fueron divididos aleatoriamente en dos grupos
de 6. Uno de estos grupos se utilizo en el presente experimento, y el otro, en el experimento 2. El
resto de los animales intervenidos en el NPBLe, y que no cumplian los requisitos establecidos
para ser considerados como negativos, fueron excluidos de estos experimentos. Asi, finalmente,
los animales que participaron en este estudio quedaron divididos en tres grupos: en primer lugar,
un grupo estimulado, constituido por seis animales que al recibir la estimulacion eléctrica en el
NPBLe mostraron un comportamiento acorde con el criterio propio de los animales con un

comportamiento aversivo (negativos) (ver tablas 1y 2); un segundo grupo control implantado en

el hipotalamo lateral, y constituido por seis animales que no recibieron estimulacion durante las

distintas fases del estudio; y un Gltimo grupo control intacto, compuesto por siete animales que

no fueron sometidos a procedimiento quirtrgico alguno.

El experimento propiamente dicho ha constado de tres fases y, a su vez, cada fase esta

constituida por dos sesiones realizadas en dias consecutivos:

FASE 1: ESTABLECIMIENTO DE LA LINEA BASE.

En esta primera fase, el laberinto utilizado fue construido de madera y sus dimensiones
son 50x25x30cm. Consta de una zona central de 8cm. de color blanco y con el suelo de
metacrilato también blanco; una zona lateral de 20 cm. de longitud, cuyas paredes estaban
pintadas con lineas verticales blancas y negras, mientras que la otra zona también de 20 cm.
aparece las paredes a rayas horizontales blancas y negras. El suelo de uno de los
compartimentos laterales es de corcho marrén, mientras que el otro utiliza corcho blanco con

lineas negras. Este test sera denominado laberinto 1 (ver Figura 18).
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Figura 18. Fotografia del Laberinto 1.

Durante las dos sesiones de la primera fase, los animales recibieron la estimulacién
eléctrica en un compartimiento del laberinto previamente fijado. Asi, en todos los grupos, cada
animal, al principio de cada ensayo, fue situado en el espacio central neutro y permanecio en el
laberinto durante 10 minutos, pudiendo deambular libremente por él, registrandose los tiempos
de permanencia en cada zona. Se consideraba que un animal se encontraba dentro de uno de
los compartimentos laterales cuando su cabeza y sus patas delanteras estaban dentro de ese
compartimiento. Para el anélisis estadistico, solo se tuvieron en cuenta los tiempos que cada

animal permanecio en la zona estimulada durante el segundo ensayo de cada fase.

FASE 2: EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE NALOXONA.

En esta segunda fase y para evitar transferencias, se utilizé un nuevo laberinto en forma
de T, aunque eliminando uno de sus brazos mediante una compuerta blanca. Resultaba asi un
laberinto en corredor, pero ahora las dimensiones eran 70x15x15 cm. En él, también se pueden
distinguir tres zonas: una zona central de 10 cm. con suelo de papel blanco cubierto por una
rejilla metalica y paredes blancas, y otras dos zonas de 30 cm. cada una, con paredes de
metacrilato negras y suelo de corcho marrén. Estas dos zonas laterales se diferencian también
entre si en que una de ellas dispone en la pared frontal de un orificio circular, mientras que en la
otra es rectangular. Ademas, el suelo de la primera zona mencionada presentaba incisiones
horizontales de 8x1 cm. mientras que la segunda las tenia en sentido vertical. Este test ha sido

denominado laberinto 2 (ver figura 19).
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Figura 19. Fotografia del Laberinto 2.

Cuarenta y ocho horas después de la primera fase, comenzé la segunda fase en la que
a todos los animales se les administré naloxona (Naloxone Hydrochloride, Lab. Sigma, St. Louis,
USA) 20 minutos antes de situarlos en el laberinto. La dosis utilizada fue de 4 mg/ml/kg y se les
administré subcutaneamente. En todo lo demas, se siguié el mismo procedimiento descrito para

la primera fase.

FASE 3: ADMINISTRACION DEL VEHICULO (AGUA DESTILADA,).

Al igual que en la fase anterior, y para evitar posibles transferencias adquisitivas, ahora
no sélo se utilizé un nuevo laberinto diferente de los anteriores, sino que también se modifict la
orientacién del mismo. En todas las fases del experimento se utilizé ruido blanco de fondo para
evitar interferencias sonoras.

En esta tercera fase, dos dias después de la anterior, los animales recibieron la
administracion subcutanea de 4 ml/kg de agua destilada (vehiculo), también 20 minutos antes de
situarlos en el laberinto, siguiendo a continuacion el mismo procedimiento que en las fases
anteriores. Ahora, el nuevo laberinto empleado tenia las siguientes dimensiones: 50x25x30cm.

Como en los casos anteriores hay que distinguir dos compartimentos laterales y un espacio
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central. El espacio central mide 8cm. y tanto el suelo como las paredes estaban construidas de
metacrilato blanco; por su parte, los compartimentos laterales median 20 cm., uno de ellos
presentaba las paredes con lineas verticales blancas y negras, mientras que el otro lo hacia con
rayas horizontales blancas y negras, si bien en este caso eran ligeramente mas gruesas que las

del laberinto utilizado en la primera fase. Este test ha sido denominado laberinto 3 (ver figura 20).

Figura 20. Fotografia del Laberinto 3.

Histologia

Al finalizar cada uno de los experimentos que componen esta Tesis Doctoral, todos los
animales implantados recibieron una dosis letal de anestésico, mas concretamente 0.25 mg. de
pentotal sédico (Thiopental Sédico, Laboratorios Abbot S.A., Madrid). Tras marcar la zona de la
estimulaciéon mediante una pequefia lesion electrolitica (0.3 mA de corriente catddica continua
durante 5 segundos), se llevo a cabo una perfusion transcardiaca inyectando varias soluciones
de suero fisiolégico y formaldehido al 10%. Los cerebros fueron extraidos del craneo
cuidadosamente y conservados en una solucién de formaldehido al 10% durante varios dias.
Posteriormente, se laminaron secciones de aproximadamente 80 micras de grosor, con la ayuda
de un vibrotomo, y fueron montadas en portaobjetos para ser tefiidas con Violeta de Cresilo y
fotografiadas.
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RESULTADOS

Todos los andlisis estadisticos se realizaron teniendo en cuenta el tiempo de
permanencia del animal en el compartimiento asociado a la estimulacion eléctrica o equivalente
durante la segunda sesién de cada fase. Para todos los analisis incluidos en esta Tesis Doctoral
se ha utilizado el programa estadistico STATISTICA 6.0 para Windows (StatSoft, 2001; Tusla,

EE.UU). Para el analisis de los datos de este experimento se utilizo un ANOVA unifactorial

intrasujeto.
Linea Base Fase con naloxona Fase con vehiculo
Grupo
estimulado 29,5 347,83 24
Grupo control
implantado 330 280,83 217,33
Grupo control
intacto 222 219,86 264,71

Tabla 3. Resultados del experimento 1. Los datos de ésta y las siguientes tablas de resultados indican el tiempo
medio, en segundos, de permanencia de cada grupo experimental en el compartimento asociado a estimulacion,
durante la segunda sesion de las distintas fases del estudio.

Los resultados obtenidos muestran diferencias significativas en la ejecucion del grupo
estimulado en las distintas fases experimentales (F,10= 6.461, p< 0.0158).

Este no es el caso en el grupo control implantado, en el que no se observaron
diferencias significativas (F,10= 0.408, p< 0.676), ni tampoco en el grupo control intacto (F212)=
0.446, p< 0.650).
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Grupo Estimuladeo Grupo Control Grupeo Control Intacto
Fiz 0= 6,461, p< 0.0158 Implantado Fi2.2)= 0.446, p< 0650
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Figura 21. a: Representacion grafica de los resultados obtenidos en el experimento 1 por el grupo estimulado, b:
por el grupo control implantado, y ¢: por el grupo control intacto. La ordenada representa el tiempo medio, en
segundos, de permanencia de cada grupo en el compartimento asociado a estimulacion en cada fase del estudio.

Asimismo, la siguiente microfotografia muestra la localizacién del electrodo en un animal

representativo del grupo estimulado de este primer experimento:

Microfotografia 1. Localizacion del electrodo en un sujeto perteneciente al Grupo Experimental del Experimento 1.

104



EXPERIMENTO 2:
EL TIAPRIDE, UN ANTAGONISTA D2/D3, BLOQUEA LA AVERSION HACIA UN LUGAR
INDUCIDA MEDIANTE ESTIMULACION ELECTRICA DEL
SUBNUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL EXTERNO.

METODOLOGIA

En el Experimento 2 de esta Tesis Doctoral se utilizaron 18 ratas macho Wistar
suministradas por el animalario de la Universidad de Granada, cuyo peso oscilaba entre 280 y
350 gr. al inicio del estudio. Seis procedian del grupo negativo obtenido en la fase previa descrita
en el experimento anterior. A estos animales se afiadié un grupo control implantado en el

Hipotalamo Lateral de 5 animales y otro grupo con 7 animales, sin intervencion quirirgica.

Procedimiento quirtrgico

Similar al descrito en el Experimento 1.

Procedimiento conductual

En este segundo experimento, se utilizd un procedimiento similar al descrito en el
experimento anterior, e incluyendo tres fases, separadas por al menos 48 horas, con dos
sesiones en dias consecutivos constituyendo cada fase. En este caso, la intensidad de
estimulacion eléctrica utilizada resultd entre 80 y 200 uA.

Las tres fases fueron similares a las del experimento anterior, utilizando los mismos
laberintos en cada fase, aunque ahora en la segunda fase los animales recibieron una inyeccion
de tiapride (Tiaprizal, tiapride inyectable, SANOFI-SYNTHELABO S.A., Barcelona, Espafia), un
antagonista dopaminérgico selectivo de los receptores D2 y D3, administrado 30 minutos antes
de las pruebas (Cohen et al., 1997b). La dosis utilizada fue de 30mg./kg, y se administrd

mediante inyeccion intraperitoneal.
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Al igual que en el experimento anterior y de acuerdo con los resultados y el criterio

establecido, los animales quedaron divididos en tres grupos: un primer grupo estimulado,

constituido por seis animales estimulados eléctricamente en el NPBLe, y cuyo comportamiento
los incluia dentro de los sujetos considerados como negativos (tablas 1y 2); un segundo grupo

control implantado en el hipotalamo lateral y constituido por cinco animales que no recibian

estimulacion durante las distintas fases del estudio; y, por Gltimo, un grupo control intacto, que

incluia siete animales que no fueron sometidos a procedimiento quirdrgico alguno.

RESULTADOS

Como en el experimento anterior, se llevé a cabo un ANOVA unifactorial intrasujeto para
el analisis estadistico de los datos. Para ello se utilizaron los datos procedentes del segundo

ensayo de cada fase.

Linea Base Fase con tiapride Fase con vehiculo
Grupo
estimulado 18,5 389,83 98,17
Grupo control
implantado 316,2 339,8 227,25
Grupo control intacto 266,14 254,57 221,29

Tabla 4. Resultados del experimento 2. Los datos de esta tabla de resultados indican el tiempo medio, en segundos,
de permanencia de cada grupo experimental en el compartimento asociado a estimulacién, durante la segunda
sesion de las distintas fases del estudio.

En este estudio, se observan diferencias significativas en el grupo estimulado (F2,10)=
5.399, p< 0.0257). Por su parte, en el grupo control implantado no se observan diferencias
significativas (Fre= 0.06, p< 0.939), ni tampoco en el grupo control intacto (F(,10= 0.2603, p<
0.7759).
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Figura 22. a: Representacion grafica de los resultados obtenidos en el experimento 2 por el grupo estimulado, b:
por el grupo control implantado, y ¢: por el grupo control intacto. La ordenada representa el tiempo medio, en
segundos, de permanencia de cada grupo en el compartimento asociado a estimulacion en cada fase del estudio.

En esta microfotografia se muestra la localizacion histoldgica del microelectrodo

implantado en uno de los sujetos pertenecientes al grupo estimulado (Microfotografia 2).

2 mm |

Microfotografia 2. Localizacion del electrodo en un sujeto
perteneciente al grupo estimulado en el NPBLe del Experimento 2.

Asimismo, en esta microfotografia se muestra la localizacion histologica tanto del tracto

como de la lesion electrolitica realizada a uno de los sujetos pertenecientes al grupo control

implantado (Microfotografia 3).
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Microfotografia 3a. Localizacion del electrodo en un sujeto perteneciente al grupo control implantado
(experimento 2).

Microfotografia 3b. Detalle de la lesion mostrada en la microfotografia anterior. Microfotografia 3c. Detalle del
tracto del electrodo.
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EXPERIMENTO 3:
ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO MOTOR INDUCIDO POR EL TIAPRIDE DURANTE EL
BLOQUEO DE LA AVERSION HACIA UN LUGAR INDUCIDA MEDIANTE ESTIMULACION
ELECTRICA DEL SUBNUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL EXTERNO.

METODOLOGIA

En este estudio se utilizaron 30 ratas macho Wistar suministradas por el animalario de la

Universidad de Granada, cuyo peso oscilaba entre 280-350 gr. al inicio del estudio.

Procedimiento quirtrgico

En este experimento, los 30 animales utilizados se dividieron en dos grupos inicialmente:

e Grupo control intacto: constituido por diez animales y no fue sometido a procedimiento

quirdrgico alguno.
o Grupo implantado: veinte animales fueron implantados cronicamente con un electrodo
de estimulacion eléctrica intracerebral en el NPBLe, de manera idéntica a lo descrito en

experimentos previos.

Procedimiento conductual

Al menos con una semana de recuperacion desde el proceso quirlrgico, se
establecieron los parametros adecuados de estimulacién eléctrica para cada animal, evitando
siempre que los niveles de corriente pudieran generar vocalizaciones 0 movimientos
involuntarios (Tehovnik, 1996). Ahora, las intensidades de corriente utilizadas oscilaron entre 95
y 200 pA. Como en los casos anteriores, la zona de estimulacion se establecié aleatoriamente
para cada animal, de forma que, en cada laberinto, la mitad de los animales recibieron la

estimulacion en una zona y la otra mitad en la otra.
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En este caso, el experimento constd de dos fases, quedando constituida la primera fase

por dos sesiones realizadas en dias consecutivos y la segunda fase por una sesion unica:

FASE 1: ESTABLECIMIENTO DE LA LINEA BASE Y CLASIFICACION DE LOS ANIMALES EN
DISTINTOS GRUPOS.

Durante las dos sesiones de la primera fase, los animales implantados recibieron la
estimulacion eléctrica del NPBLe en el compartimiento del laberinto previamente fijado. En todos
los grupos, cada animal, y 30 minutos antes del inicio de cada ensayo, recibié una inyeccién de
agua destilada equivalente en cantidad a la dosis que posteriormente se administraria de
tiapride. A continuacion cada animal fue situado en el espacio central neutro y permanecio6 en el
laberinto durante 10 minutos, pudiendo deambular libremente por él, registrandose los tiempos
de permanencia en cada zona. Al igual que en los experimentos anteriores, se consideraba que
un animal estaba situado en uno de los compartimentos laterales cuando su cabeza y sus patas
delanteras estuvieran dentro de ese compartimiento. Para el analisis estadistico, sélo se tuvieron
en cuenta los tiempos que cada animal permanecié en la zona estimulada durante el segundo
ensayo.

En esta fase, se utilizé el laberinto 2. Segun los criterios establecidos y los resultados
obtenidos en esta fase, seis de los animales implantados quedaron excluidos del estudio, al no
cumplir los criterios establecidos para formar parte de los siguientes grupos, y con los restantes

quedaron establecidos dos grupos, ademas del grupo control intacto, a saber:

o Grupo control implantado en el NPBLe: constituido por los animales que
permanecieron en el compartimento asociado a la estimulacion entre 3 y 5
minutos durante el segundo ensayo de la primera fase (animales neutros).
También se incluyeron en este grupo a los animales que no muestran
comportamientos consistentes de evitacidn o preferencia y que si bien el primer
dia permanecen mas de 5 minutos en el compartimento asociado a
estimulacion, en el segundo se mantienen menos de 3 minutos, o viceversa
(Tablas 1y 2). Finalmente, este grupo quedd constituido por ocho animales. En
cualquier caso, este grupo recibié estimulacion solamente durante la primera

fase del estudio.
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o Grupo estimulado: integrado por los sujetos que se ajustan a los criterios
establecidos y descritos en el experimento 1 (Tablas 1y 2) para los animales
negativos. Quedo formado finalmente por 6 sujetos.

o Grupo control intacto: constituido por los 10 animales que no fueron intervenidos

quirdrgicamente.

FASE 2: EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE TIAPRIDE.

Cuarenta y ocho horas después, se dio comienzo a la segunda fase en la que a todos
los animales se les administr6 intraperitonealmente una dosis de 30 mg/kg de tiapride (Tiaprizal,
tiapride inyectable, SANOFI-SYNTHELABO S.A., Barcelona, Espafa), 30 minutos antes de
situarlos en el laberinto. A continuacion, se siguié el mismo procedimiento descrito en la primera
fase durante un ensayo. Ahora, se utilizd un nuevo laberinto (laberinto 1) y se modificd su
orientacion con respecto al anterior. En todas las fases del experimento se utilizé ruido blanco de

fondo para evitar interferencias sonoras.

Ademas de registrarse los tiempos de estancia del animal en cada compartimento del
laberinto, también se registraron dos indices de actividad motora durante ambas fases. Por una
parte, se registra la actividad horizontal, esencial para poder realizar adecuadamente la tarea, y
que queda operativizada como el nimero de cruces que realiza el animal de un compartimento a
otro del laberinto. Asimismo, se registra la actividad vertical y, mas concretamente, el nimero de

movimientos de alzada (rearings) que realiza el animal durante la tarea.
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RESULTADOS

Al igual que en los experimentos anteriores, para el analisis de datos se ha utilizado el
programa estadistico STATISTICA 6.0 para Windows (StatSoft, 2001; Tusla, EE.UU). Asimismo,
los datos de este experimento se analizaron con un ANOVA unifactorial intrasujeto.

Fase con vehiculo Fase con tiapride
Grupo
estimulado 102,7 335
Grupo control
implantado 226,8 2215
Grupo control intacto
245 256,8

Tabla 5. Resultados del experimento 3. Los datos de esta tabla de resultados indican el tiempo medio, en segundos,
de permanencia de cada grupo experimental en el compartimento asociado a estimulacion, durante la segunda
sesion de la primera fase y en la segunda fase.

Los resultados del proceso de aprendizaje aversivo obtenidos en el tercer experimento
reproducen los resultados del segundo, encontrandose un efecto significativo del tiapride en el
grupo estimulado (F¢15= 8.0028; p<0.0367), y la ausencia de efecto en los grupos control
implantado (F1,7= 0.0024; p<0.9627) y control intacto (F(1,9= 0.0278; p<0.8713).

Grupo Estimulado Grupe Control Implantadoe Grupa Control Intacta
F{1,5)= 8,0028,p< 0.0367 F{1,17)=0.0024,p< 0.9627 F(1,9)=0.0278,p< 0.8713
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Figura 23. a: Representacion grafica de los resultados obtenidos en el experimento 3 por el grupo estimulado, b:
por el grupo control implantado, y ¢: por el grupo control intacto. La ordenada representa el tiempo medio, en
segundos, de permanencia de cada grupo en el compartimento asociado a estimulacion en cada fase del estudio.
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El analisis de los datos obtenidos sugiere que estos resultados parecen descartar
cualquier efecto colateral de caracter motor relacionado con la administracion del tiapride. La
administracion de este farmaco no altera el niimero de cruces efectuados por los animales en las
distintas fases experimentales (Grupo estimulado: F5= 0.0028, p< 0.9599; Grupo control
implantado: F(1.7= 0.0460, p< 0.8364; Grupo control intacto: F1,9= 3.0428, p< 0.1151; Figura 24).
Por otra parte, se observa una disminucién en el nimero de respuestas de alzada (rearings) en
todos los grupos, pero este descenso sélo resulta significativo en el grupo control intacto (F1,9=
5.2878, p< 0.0470), y no en el caso del grupo control implantado (F17= 2.9823, p= 0.1278) ni
tampoco en el grupo estimulado (Fi15= 2.0279, p< 0.2137), que parecen no haber sufrido

cambios significativos en la actividad motora vertical (ver figura 25).

Grupo Estimulado Grupo Control Grupo Control Intacto
F(1,5)=0.0028, p< 0.9593 Implantado F(1,9)= 3.0428, p< 0.1151
i F[1,7)=0.0460, p< 0.8364 a5
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Figura 24. a: Representacion gréfica de los resultados de la actividad horizontal en el experimento 3 por el grupo
estimulado, b: por el grupo control implantado, y ¢: por el grupo control intacto. La ordenada representa el niimero
medio de cruces que realizan los animales en cada fase del estudio.
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Figura 25. a: Representacion grafica de los resultados de la actividad vertical obtenidos en el experimento 3 por el
grupo estimulado, b: por el grupo control implantado, y ¢: por el grupo control intacto. La ordenada representa el
numero de movimientos de alzada que realizan los animales en las distintas fases del estudio.

Los resultados del analisis histologico muestran la localizacién del microelectrodo en la
siguiente microfotografia, correspondiente a un animal perteneciente al grupo estimulado

(Microfotografia 4).

Microfotografia 4. Localizacion del electrodo en un sujeto perteneciente al Grupo Estimulado del
Experimento 3. Abreviaturas: NPBM: Nucleo parabraquial medial; NPBLe: Nucleo parabraquial lateral
externo; PCS: PedUnculo Cerebeloso Superior.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este primer capitulo demuestran que la estimulacién
eléctrica del NPBLe puede inducir conductas de aversion hacia uno de los dos lugares de un
laberinto en corredor. Este efecto aversivo, mostrado a través de un procedimiento de
aprendizaje concurrente, puede ser bloqueado mediante la administracion de naloxona, un
antagonista opiaceo (Experimento 1). También puede ser inhibido mediante la administracion de
tiapride, un antagonista dopaminérgico selectivo de los receptores D2 y D3 (Experimentos 2 y 3),
sin que se constaten efectos motores colaterales relevantes, particularmente en la actividad

horizontal (Experimento 3).

Los resultados aversivos de la estimulacion eléctrica del NPBLe son comparables con
otros datos previos obtenidos en este laboratorio, en los que se demostraba que el componente
aversivo del aprendizaje puede ser provocado por estimulacion eléctrica de otras regiones
cerebrales (Gallo et al., 1988; Agiero et al, 1993a). Concretamente, Gallo y colaboradores
(1988) descubrieron que la estimulacion eléctrica del area postrema puede utilizarse como
estimulo aversivo en el aprendizaje aversivo gustativo. Asimismo, otras investigaciones han
implicado también al complejo parabraquial lateral en el aprendizaje aversivo gustativo (Agliero
etal., 1993b).

Dentro de este planteamiento, los estudios mas recientes de M.J. Simén (2003) han
demostrado, por otra parte, que, de hecho, la estimulacion eléctrica del NPBLe puede generar
comportamientos de recompensa en aproximadamente un tercio de los animales, de aversion en
otro tercio, mientras que los restantes animales mostraban comportamientos indefinidos en
respuesta a la estimulacion. Estos comportamientos de indole motivacional en respuesta a la
estimulacion son consistentes en cada animal e independientemente de las tareas
experimentales empleadas (Simon et al., 2008). En resumen, todos estos resultados coinciden
en la posibilidad de inducir respuestas motivacionales aversivas a través de la estimulacion
eléctrica del NPBLe.

El componente aversivo generado a través de la estimulacion eléctrica del complejo
parabraquial podria estar relacionado con importantes procesos motivacionales y, asi, Bechara y
sus colaboradores (1993) demostraron que las lesiones bilaterales de la division parabraquial
lateral pero no las lesiones de su division medial, bloqueaban la aversion gustativa inducida por

la morfina, sin afectar a sus efectos recompensantes. Estos resultados sugieren, por lo tanto,
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que algunas regiones de la division lateral del complejo parabraquial podrian estar implicadas en
el procesamiento de los aspectos motivacionales aversivos de la morfina. En otros experimentos,
este mismo grupo de investigacién demostraba también que los animales con lesiones en la
region parabraquial lateral eran incapaces de desarrollar aversién hacia el sabor asociado con la
administracion de morfina, ni tampoco al compartimento del laberinto asociado con la induccién
de abstinencia opiacea (Nader, Bechara & Van der Kooy, 1996a).

Las pruebas de aversion condicionada hacia un lugar han sido utilizadas frecuentemente
como medida de los efectos aversivos de la abstinencia (Hand et al., 1988; Stinus et al., 1990;
Gracy, Dankiewick & Koob, 2001; Azar, Jones & Schulteis, 2003). En contraposicién con las
preferencias por un lugar, las ratas que son expuestas a un entorno particular mientras se
manifiesta el sindrome de abstinencia, habitualmente precipitado mediante la administracion de
naloxona, pasan menos tiempo en ese entorno asociado a la abstinencia cuando se dispone de

una alternativa de eleccion constituida por un ambiente no condicionado (Koob & LeMoal, 2006).

En el primer experimento de este capitulo, la administracién de un antagonista opiaceo,
la naloxona, consigue bloquear la aversién hacia un lugar inducida por estimulacion eléctrica del
NPBLe. Estos datos podrian implicar, al menos parcialmente, a receptores p y k presentes en el
complejo parabraquial (Quirion et al., 1983; Lynch et al., 1985; Mansour et al., 1994; 1995;
Wolinsky et al., 1994; 1996). Asi, es bien conocido que la activacién de los receptores opiaceos k
provoca un descenso en la liberacion de dopamina en la via mesocorticolimbica ademas de
resultar aversiva en los paradigmas de condicionamiento por un lugar (Shippenberg & Herz,
1987). Mas aun, sus agonistas no generan conductas de autoadministracion (Mansour et al.,
1995) y dejan de activarse en situaciones de estimulacion nociva prolongada (Shippenberg et al.,
1988c). Estos resultados sugieren que los receptores opiaceos kappa podrian ser candidatos
apropiados para explicar el efecto obtenido en este experimento.

Estudios recientes han relacionado a este receptor kappa con la reinstauraciéon de
busqueda de drogas de abuso en animales adictos inducida mediante estrés (McLaughlin et al.,
2003; Beardsley et al., 2005; Valdez et al., 2007), mientras que los agonistas del receptor kappa-
2 pueden inhibir la respuesta hiperalgésica generada por inflamacion muscular y dolor
neuropatico (Ho et al., 1997; Eliav et al., 1999), aunque su efectividad para tratar el dolor visceral

es solo parcial (Neubert, Rossi, Pogar, Jenkins & Caudle, 2007).
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La relacion de los procesos de aprendizaje motivacional con los sistemas opiaceos en
general y con la utilizacion de sus antagonistas, en particular, se han llevado a cabo
principalmente a través de procedimientos de condicionamiento de preferencias (por ejemplo,
Shide & Blass, 1991; Mehiel, 1996; Azzara et al., 2000; Baker et al., 2004). Resultan, sin
embargo, contraintuitivos los intentos de bloquear un condicionamiento aversivo mediante
antagonistas opiaceos, que, por si mismos, pueden ser aversivos (Ramabadran, 1983;
Shippenberg & Herz, 1987; Hand et al., 1988; Blokhina, Sukhotina & Bespalov, 2000; Stinus et
al., 2000; Schulteis et al., 2005; Amitai, Liu & Schulteis, 2006). Sin embargo, la relacién de las
células aversivas parabraquiales y el sistema opiaceo ha sido puesta de manifiesto en estudios
como el realizado por Huang y colaboradores (1993), en el que se registraron 20 neuronas
parabraquiales que respondian a estimulos nocivos, la mayoria de ellas localizadas en el
NPBLe, 7 de ellas fueron completamente suprimidas tras la administracién de morfina, mientras
que 4 neuronas (que suponen un 20% del total registradas) mostraron un incremento moderado
en su respuesta después de la administracién de 1 o 3 mg/Kg de morfina. Estos datos sugieren
la posible existencia de neuronas parabraquiales implicadas en el procesamiento del dolor (quiza
en su componente aversivo) que, a su vez, pueden activarse mediante la administracion de

morfina.

En los experimentos segundo y tercero se observa que la administracion de tiapride, un
antagonista dopaminérgico selectivo de los receptores D2 y D3, bloquea la aversion hacia un
lugar inducida por la estimulacion eléctrica del NPBLe.

Numerosos resultados experimentales atribuyen al sistema dopaminérgico un importante
papel como sistema de mediacién de los efectos de los opiaceos, al menos con respecto a las
conductas de refuerzo (Hernandez & Appel, 1980; Bozarth & Wise, 1981; Shippenberg & Herz,
1987; Balcells-Olivero & Vecina, 1997; Manzanedo, 2001; Santi & Parker, 2001).

Asi, Santi y Parker (2001) lograron bloquear el efecto aversivo inducido por la naloxona
mediante la administracion de flupentixol (antagonista dopaminérgico), implicando de este modo
a la dopamina en los efectos aversivos del sistema opiaceo. Lo mismo se ha observado en
tareas de aprendizaje espacial aversivo, en las que la administracion de haloperidol reduce
significativamente la aversién hacia un lugar inducida farmacolégicamente (Di Scala & Sandner,
1989).
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Por otra parte, los resultados de los experimentos 2 y 3 son compatibles con numerosos
datos experimentales que consideran al sistema dopaminérgico como esencial en la motivacién
de indole aversiva (Sanger, 1987; Shippenberg & Herz, 1987; White et al., 1992; Cenci et al.,
1992; Imperato et al., 1992; McCulloug & Salamone, 1992; Salamone, 1994; Doherty & Gratton,
1997; Wilkinson et al., 1998; Di Chiara et al., 1999; Fenu et al., 2001; 2005; Jensen et al., 2003;
Fuchs et al., 2005; Young et al., 2005), y asi, con las nuevas propuestas sobre el papel de la
dopamina en el desarrollo de conductas motivadas, que sefialan un papel de este sistema en el
arousal conductual que aparece tipicamente en los animales cuando son expuestos a estimulos
motivacionales y que facilita la capacidad de reaccion para aproximarse o evitar dichos estimulos
(Chiodo et al., 1980; Salamone, 1992; 1994; 2009; Salamone et al., 1997; Roitman et al., 2004a;
Barbano & Cador, 2007; Bardgett et al., 2009).

En el tercer experimento se ha examinado el comportamiento motor horizontal (cruces) y
vertical (movimientos de alzada) de los distintos grupos experimentales. En el grupo estimulado
intracerebralmente no se produce un descenso significativo de la actividad horizontal ni vertical,
lo cual parece excluir la existencia de potenciales efectos motores secundarios resultado de la
administracion de tiapride. Sin embargo, si puede apreciarse una cierta reduccion de la actividad
vertical en todos los grupos experimentales. En cualquier caso, es bien sabido que la correcta
realizacion de las tareas de condicionamiento de preferencias/aversiones por un lugar es
especificamente dependiente de la capacidad de los animales para desplazarse entre los
compartimentos (actividad horizontal) y, al parecer, estd menos relacionada con la actividad
vertical. Esta actividad vertical ha sido considerada como una manifestacién de sensibilizacion
conductual (que, de hecho, ha sido operativizada a través del nimero de conductas de alzada) y
que, por ejemplo, manifiestan los animales tras el consumo de drogas de abuso, tales como
morfina, anfetamina, cocaina y nicotina (Joyce & Iversen, 1979; Bechara & Van der Kooy, 19923;
1992b; Brown & Fibiger, 1992; Deminiére et al., 1992; Balcells-Olivero & Vezina, 1997; Schildein
et al., 1998). En ofras palabras, las respuestas de alzada han sido conceptualizadas como
conductas de tipo exploratorio, relacionadas frecuentemente con las situaciones de novedad a
las que se han visto expuestos los animales o incluso como indices de ansiedad (Emmanouil &
Quock, 1990; Milman et al., 2006).

Se ha comprobado que este incremento de las conductas de alzada inducido por drogas

de abuso se puede reducir mediante la administracion de antagonistas dopaminérgicos D3

(Chiang et al., 2003) y, de hecho, Cohen y colaboradores (1997a) consiguieron bloquear el
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efecto de sensibilizacion conductual inducido por alcohol mediante la administracion de dosis de

30 a 60 mg./kg. de tiapride.

El tiapride es una sustancia que en el ambito clinico se puede utilizar como tratamiento
del sindrome de abstinencia y el deseo intenso por consumir (craving) alcohol en pacientes en
proceso de desintoxicacion (Soyka et al., 2002; Bender et al., 2007).

Por otra parte, diversos estudios de laboratorio han relacionado repetidamente los
receptores dopaminérgicos D2 y D3 con los procesos adictivos (Volkow et al., 1999a; 1999b;
Campiani et al., 2003; Cervo et al., 2003; Dalley et al., 2007; Gyertyan et al., 2007; Sorensen et
al., 2008; Perkins et al., 2008; Li et al., 2009...) y, de hecho, los receptores dopaminérgicos D3
han sido asociados con los estados motivacionales aversivos relacionados con la drogadiccidn —
abstinencia, craving...-. En este sentido, la administracion de agonistas parciales D3 reduce el
restablecimiento de conductas de blsqueda de cocaina, nicotina y alcohol inducidas por claves
asociadas (Pilla et al., 1999; Le Foll et al., 2002; 2005; Vorel et al., 2002; Campiani et al., 2003;
Cervo et al., 2003; Vengeliene et al., 2006; Gyertyan et al., 2007), si bien existe la posibilidad de
que los agonistas parciales D3 puedan estar actuando como antagonistas D3 en este tipo de
estudios (Wood et al., 2000; Wicke & Garcia-Ladona, 2001), lo cual seria compatible con el
hecho de que se obtengan resultados similares tras administrar agonistas parciales o
antagonistas D3 (Le Foll et al., 2002; 2005; Duarte et al., 2003).

En cualquier caso, la accion de los receptores dopaminérgicos no sélo ha sido
relacionada con los estados motivacionales aversivos, sino también con los procesos de
recompensa Y refuerzo implicados en la drogadiccién (Sinnott et al., 1999; Vorel et al., 2002;
Cervo et al., 2003; Le Foll et al., 2005; Thanos et al., 2005; Ross et al., 2007; Wee et al., 2007;

Sorensen et al., 2008; Li et al., 2009), como se expondra en el proéximo capitulo.
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ELECTRICA DEL SUBNUCELO PARABRAQUIAL
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Los resultados del capitulo anterior, asi como otros estudios que relacionan al NPBLe
con el aprendizaje aversivo gustativo, han puesto de manifiesto la relevancia de este subnucleo
parabraquial en la motivacién aversiva (Sakai & Yamamoto, 1997; Mediavilla et al., 2000, 2005).

Sin embargo, también existen diversos datos que sugieren la participacion de esta regién
pontina en la motivacién de indole apetitiva o recompensante. Concretamente, se ha observado
una activacion de este subnucleo tras la administracion intraduodenal de glucosa (Wang et al.,
1999b) asi como tras la administracion intragastrica de etanol, lactosa y sacarosa (Yamamoto &
Sawa, 2000a, 2000b). En este sentido, lesiones efectuadas en la region parabraquial lateral
atenlan la sobreingesta de alimento producida tras lesiones del area postrema (Edwards &
Ritter, 1989) al tiempo que bloquea las preferencias gustativas inducidas mediante la
administracion de alimentos recompensantes (Zafra et al., 2002).

Mas recientemente, Simén y colaboradores (2007) han demostrado que la estimulacién
eléctrica del NPBLe puede actuar como estimulo recompensante en distintos tipos de
aprendizaje, a saber, en aprendizaje gustativo apetitivo y condicionamiento de preferencias por

un lugar, descartando de este modo que el efecto esté relacionado exclusivamente con la
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utilizacion de un procedimiento experimental en particular. De modo relevante, Simoén y
asociados (2007) pudieron demostrar que las preferencias por un lugar inducidas mediante la
estimulacion eléctrica del NPBLe eran dependientes de los sistemas opiaceos, ya que la
administracion de naloxona bloqueaba este efecto. De hecho, existe evidencia experimental que
implica a este subnucleo parabraquial con el procesamiento cerebral de ciertas sustancias con
propiedades recompensantes tales como las anfetaminas (Sakai & Yamamoto, 1997) vy los
opiaceos (Ding et al., 1996; Gutstein et al., 1998; Chamberlin et al., 1999). Tomados en conjunto,
estos estudios parecen sugerir que, ademas de su implicacion en el procesamiento aversivo, el
NPBLe también estaria implicado en los sistemas motivacionales relacionados con el
procesamiento de estimulos apetitivos o recompensantes, tanto de indole natural (Wang et al.,
1999b; Yamamoto & Sawa, 2000a; 2000b), como artificial (Sakai & Yamamoto, 1997; Simén et
al., 2007).

En este contexto, el propdsito de los siguientes experimentos ha sido examinar el efecto
que sobre las preferencias por un lugar inducidas mediante la estimulacion eléctrica del NPBLe
pueden tener los mismos agentes farmacologicos utilizados en el capitulo anterior. En el primer
experimento, se ha utilizado el antagonista D2/D3 Tiapride, dada la estrecha relacién
demostrada entre los sistemas opiaceos y dopaminérgico (Hernandez & Appel, 1980; Bozarth &
Wise, 1983; Balcells-Olivero & Vecina, 1997; Manzanedo, 2001; Santi & Parker, 2001), y también
por la importante implicacion del sistema dopaminérgico en el procesamiento de recompensas
tanto naturales (Spyraki et al., 1982; Wise, 1982; Phillips, 2003; Ungless, 2004) como artificiales
(Spyraki et al., 1983; Garris et al., 1999; Fernandez-Espejo, 2002). En el segundo experimento,
se ha utilizado el antagonista opidceo Naloxona, examinando ahora su efecto sobre la conducta

motora, horizontal y vertical (cruces y movimientos de alzada, respectivamente).
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EXPERIMENTO 4:
PREFERENCIA POR UN LUGAR INDUCIDA MEDIANTE ESTIMULACION ELECTRICA DEL
SUBNUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL EXTERNO: ESTUDIO DE LA IMPLICACION
DOPAMINERGICA A TRAVES DE LA ADMINISTRACION DE TIAPRIDE.

METODO
Como animales experimentales se utilizaron 50 ratas macho Wistar suministradas por el
servicio de animalario de la Universidad de Granada y cuyo peso oscilaba entre 280-350 gr. al

inicio del estudio.

Procedimiento quirurgico

El procedimiento quirdrgico que se ha seguido es el mismo que se ha descrito en el
capitulo anterior (34 animales). También utilizaron 16 ratas que no fueron intervenidas

quirdrgicamente.

Procedimiento conductual

Inicialmente, se establecieron los parametros adecuados de la corriente de estimulacion,
que en este caso oscilaron entre 90 y 200 pA.

A continuacion, el procedimiento conductual se dividié en dos fases:

FASE 1: ESTABLECIMIENTO DE LA LINEA BASE Y CLASIFICACION DE LOS ANIMALES EN
DISTINTOS GRUPOS.

En esta primera fase se utilizd un procedimiento similar al descrito en experimentos
anteriores y que estaba compuesto por dos ensayos en el laberinto 1. Cada animal recibié una
inyeccién de agua destilada equivalente a la dosis que posteriormente se administraria de

tiapride. A continuacion, las ratas eran situadas en el espacio central neutro del laberinto. Cada
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animal permanecié en el laberinto durante 10 minutos en cada ensayo, pudiendo desplazarse

libremente por él, al tiempo que se registraban los tiempos de permanencia en cada zona.

De acuerdo con los resultados obtenidos, los animales intervenidos quedaron divididos en
grupos en funcion del efecto provocado por la estimulacion eléctrica, y siguiendo los criterios
expuestos en las tablas 1y 2:

e Grupo Positivo: compuesto por 8 animales.

¢ Grupo Negativo: compuesto por 6 animales.

e Grupo Control/Neutro: todos los demas animales. Sin embargo, a fin de establecer un

numero de sujetos equivalente a los grupos anteriores, se seleccionaron al azar 7
animales que pasaremos a llamar Grupo Control Intervenido (o Implantado). Los demas,

fueron excluidos del estudio.

Por su parte, los animales intactos quedaron divididos aleatoriamente en dos grupos:
e Grupo Vehiculo: formado por 8 animales que recibieron una dosis agua destilada, en
ambas fases.
e Grupo Intacto: constituido también por 8 animales y que recibieron idéntico tratamiento
al de los grupos intervenidos, excepto la intervencion (y, por ende, la estimulacion
eléctrica del NPBLe).

De esta manera, el experimento 4 incluy6 finalmente cinco grupos experimentales.

FASE 2: EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE TIAPRIDE.

Después de 48 horas desde la primera fase de condicionamiento de preferencia por un
lugar, se realiza un nuevo ensayo, esta vez en el laberinto 2, incluyendo la administracién
intraperitoneal (en su caso) de una dosis de 30mg./Kg de tiapride. La inyeccion se le administra a
cada animal 30 minutos antes de que tenga lugar el inicio del ensayo conductual.

Ademas, en esta segunda fase se ha contabilizado el nimero de cruces, para comprobar

los potenciales efectos del farmaco sobre la conducta locomotora.
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Procedimiento histolégico

Al finalizar la fase conductual del experimento, todos los animales implantados recibieron
una dosis letal anestésico, mas concretamente 0.25 mg. de pentotal sddico (Thiopental Sédico,
Laboratorios Abbot S.A., Madrid). Tras marcar la zona de la estimulacién mediante una pequefia
lesion electrolitica (0.3 mA de corriente catddica continua durante 5 segundos), se llevé a cabo
una perfusion transcardiaca inyectando varias soluciones de suero fisiolégico y formaldehido al
10%. Los cerebros fueron extraidos del craneo cuidadosamente y conservados en una solucion
de formaldehido al 10% durante varios dias. Posteriormente, se laminaron secciones de
aproximadamente 80 micras de grosor, con la ayuda de un vibrotomo, y fueron montadas en

portaobjetos para ser tefiidas con Violeta de Cresilo y fotografiadas.
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RESULTADOS

El andlisis de los datos obtenidos se llevé a cabo utilizando un ANOVA entre grupos,
seguido por comparaciones planeadas con el paquete estadistico STATISTICA 6.0 para
Windows (StatSoft, 2001; Tusla, EE.UU).

Los resultados del analisis demuestran una interaccién entre las variables Grupo y Fase
(Fasz = 5.17, p < 0.0025), es decir, que existen diferencias significativas en el efecto del
tratamiento aplicado en funcion del grupo experimental considerado. Para comprobar en qué
grupo o grupos este efecto se revela significativo, se llevaron a cabo comparaciones planeadas,
que permitieron comprobar que el Unico grupo afectado por la administracion de tiapride fue el
Grupo Negativo (F(1,32 = 15,9353, p<0.00035), sin que se obtengan diferencias significativas en
ninguno de los otros gupos (Grupo Vehiculo: F (132 =1.3789, p< 0.2489 ; Grupo Intacto: F (132
=3.1213, p<0.0868 ; Grupo Control Intervenido: F (132 =0.4010, p<0.5310 ; Grupo Positivo: F (132
=0.0301, p<0.6831).

Fase con vehiculo Fase con tiapride

Grupo Positivo 360,5 352,3

Grupo Negativo 143,3 362,2
Grupo Control

Implantado 212,4 2446
Grupo Control

Vehiculo 290 2343
Grupo Control

Intacto 336 2521

Tabla 6. Resultados promediados del experimento 4. Los datos de esta tabla indican el tiempo medio, en segundos,
de permanencia de cada grupo experimental en el compartimento asociado a la estimulacion, durante las dos fases
del estudio.
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Figura 26. Representacion grafica de los resultados obtenidos en el experimento 4. La ordenada representa el
promedio de tiempo en segundos que permanece cada grupo en el compartimento asociado a estimulacién durante

cada fase del estudio.

Con respecto a los datos relacionados con la conducta locomotora, los resultados
revelan que, durante esta segunda fase, no existen diferencias significativas (F(13s = 0.01,
p<0.9208) entre el Grupo Vehiculo y los animales que reciben tiapride, lo que sugiere que el

efecto producido parece no estar relacionado con los potenciales efectos secundarios del

farmaco.

El analisis histolégico muestra la localizacién del electrodo en la microfotografia 5 para

un sujeto perteneciente al Grupo Negativo.

Microfotografia 5. Localizacion del electrodo en un sujeto perteneciente al Grupo Negativo. Abreviaturas: NPBM:
Nucleo parabraquial medial; NPBLe: Nicleo parabraquial lateral externo; PCS: Pedlnculo Cerebeloso Superior.
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EXPERIMENTO 5:
EFECTO DE LA NALOXONA SOBRE LAS PREFERENCIAS
POR UN LUGAR INDUCIDAS MEDIANTE ESTIMULACION ELECTRICA DEL
SUBNUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL EXTENO

METODO

Los animales utilizados en este experimento fueron 44 ratas macho Wistar suministradas
por el servicio de animalario de la Universidad de Granada, y cuyo peso oscilaba entre 280-350
gr. al inicio del estudio. De ellos, 25 animales fueron implantados en el NPBLe, 9 se utilizaron
como control implantado en el Hipotalamo Lateral y se afiadié también un grupo de 10 roedores

que no fueron sometidos a intervencién quirdrgica alguna.

Procedimiento quirdrgico

El procedimiento quirtirgico empleado fue similar al descrito en el capitulo anterior. Asi,
tras permanecer al menos una semana en sus jaulas, se procedié a la cirugia estereotaxica,
siguiendo las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (1990): AP: -0.16; L: +2.5; V: +3.

Una vez fijado el electrodo crénicamente con resina dental (S.R. Denture Base, Quick
3/60, Ivoclar), se les aplicaba Povidona Yodada (Betadine, Asta Médica, Madrid) y se les
inyectaba intramuscularmente una dosis de 0.1 cc. de penicilina (Penilevel, Laboratorios Level,
S.A., Barcelona) para prevenir infecciones, tras lo cual se les permitia recuperarse de la

anestesia (Thiopental Sédico, Laboratorios Abbot S.A., Madrid) en sus jaulas.

Procedimiento conductual

En primer lugar, se procedi6 a establecer los pardmetros de estimulaciéon adecuados, que

oscilaron entre 80 y 200 uA, tras lo cual el experimento conto con dos fases:
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FASE 1: ESTABLECIMIENTO DE LA LINEA BASE Y CLASIFICACION DE LOS ANIMALES EN
DISTINTOS GRUPOS.

Durante las dos sesiones de la primera fase, los animales recibieron la estimulacién
eléctrica en uno de los compartimientos del laberinto 2 previamente fijado de manera aleatoria.
Asi, veinte minutos antes de comenzar cada ensayo los animales recibian una dosis de agua
destilada equivalente en cantidad a la dosis que posteriormente se administraria de naloxona. Al
igual que en los experimentos anteriores, los animales eran situados en el espacio central
neutro, permaneciendo en el laberinto durante 10 minutos durante los que el animal podia
deambular libremente por él, de manera que se registraban los tiempos de permanencia en cada
zona. Se consideraba que un animal estaba dentro de uno de los compartimentos laterales
cuando su cabeza y sus patas delanteras estuvieran dentro de ese compartimiento. Para el
analisis estadistico, sdlo se tuvieron en cuenta los tiempos que cada animal permanecié en la

zona estimulada durante el segundo ensayo de esta primera fase.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta primera fase, y siguiendo los criterios

de las tablas 1y 2, los animales quedaron divididos en tres grupos experimentales:

- Grupo estimulado: compuesto por 12 animales implantados en el NPBLe a los que la
estimulacién les resulta apetitiva, clasificandose como positivos segun los criterios
descritos en las tablas 1 y 2. Todos los animales implantados en el NPBLe que no
cumplian criterios para considerarse positivos se eliminaron de este experimento.

- Grupo control intacto: compuesto por 10 diez ratas que no fueron sometidas a
procedimiento quirdrgico alguno.

- Grupo control implantado en el hipotalamo lateral, compuesto por 9 animales que no

recibieron estimulacion en ninguna de las fases experimentales.

FASE 2: EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE NALOXONA.

Cuarenta y ocho horas después, se dio comienzo a la segunda fase en la que a todos
los animales se les administrd naloxona 20 minutos antes de situarlos en el laberinto. La dosis
utilizada fue de 4 mg/kg y se les administré subcutdneamente. A continuacién se sigui6 el mismo

procedimiento descrito en la primera fase pero ahora en un solo ensayo.
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Al igual que en experimentos anteriores, y para evitar posibles interferencias
adquisitivas, en esta segunda fase se utilizé el laberinto 1, modificandose ademas su orientacion.

También se utilizé ruido blanco de fondo para evitar potenciales interferencias sonoras.

Como es habitual, en todas las fases experimentales se registra el tiempo de estancia
del animal en cada compartimento del laberinto, ademas del nivel de actividad tanto horizontal
(n° de cruces) como vertical (n°® de movimientos de alzada), siguiendo para ello los mismos

criterios descritos en experimentos anteriores.

Procedimiento histolégico

El procedimiento histologico utilizado es similar al descrito en el capitulo 1. Tras finalizar
el procedimiento conductual, todos los animales implantados recibieron una dosis letal de
anestésico (Thiopental Sddico, Laboratorios Abbot S.A., Madrid). Tras marcar la zona de la
estimulacion mediante una pequefa lesién electrolitica (0.3 mA de corriente catédica continua
durante 5 segundos), se llevé a cabo una perfusion transcardial inyectando soluciones de suero
fisiolégico y formol. Los cerebros fueron extraidos del craneo cuidadosamente y conservados en
una solucién de Formaldehido al 10% durante varios dias. Posteriormente, se laminaron
secciones de aproximadamente 80 micras de grosor, con la ayuda de un vibrotomo, y fueron

montadas en portaobjetos para ser tefiidas con Violeta de Cresilo y fotografiadas.

RESULTADOS

Para el andlisis de los datos obtenidos, se utilizé un ANOVA entre grupos, seguido de
comparaciones planeadas.

Los resultados obtenidos con respecto al analisis de los tiempos de permanencia en el
compartimento del laberinto asociado a la estimulacion demuestran una interaccion significativa
entre el grupo experimental y la fase del experimento (Fp2e= 7.55, p< 0.0024). Méas
especificamente, se comprobd que a diferencia del grupo control intacto (F(1.28= 1.375369, p<
0.250773) y el grupo control implantado (F(128= 1.446262, p< 0.2392), el grupo estimulado

muestra un efecto significativo de la administracion de naloxona (F1 2= 13.16481, p< 0.001127).
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Fase con vehiculo Fase con naloxona

Grupo
estimulado 456,4 196,6
Grupo control
implantado 2121 311,6
Grupo control intacto 268,1 360,1

Tabla 7. Resultados promediados del experimento 5. Los datos de esta tabla indican el tiempo medio, en segundos,
de permanencia de cada grupo experimental en el compartimento asociado a estimulacion, durante las dos fases del
estudio.

El analisis de la conducta exploratoria revela que no existen diferencias significativas en
la actividad horizontal (F2,28= 2.38, p< 0.114) ni en la actividad vertical (F(228= 0.47, p< 0.6323)
tras la administracién de la naloxona, lo que sugiere que el efecto no parece estar relacionado

con las tedricas consecuencias motoras inducidas por la administracién del farmaco.

Experimento 5
600 -
* % %
500 -
400 -
300 - T
, T |
200 M Fase con vehiculo
100 - Fase con Naloxona
0 = T T 1
Grupo Grupo control  Grupo control
estimulado implant. intacto

Figura 27. Representacion grafica de los resultados obtenidos en el experimento 5. La ordenada representa el
promedio de tiempo en segundos que pasa cada grupo en el compartimento asociado a estimulacion en cada fase
del estudio.
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Asimismo, la siguiente microfotografia muestra la localizacion del electrodo en un sujeto

perteneciente al grupo estimulado:

| 5 mm |

Microfotografia 6. Localizacion del electrodo en un sujeto perteneciente al Grupo Estimulado. Abreviaturas: NPBM:
Nucleo parabraquial medial; NPBLe: Nicleo parabraquial lateral externo; PCS: Pedtnculo Cerebeloso Superior.
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DISCUSION

Los resultados de este capitulo confirman que la estimulacion eléctrica del NPBLe puede
inducir aprendizaje de preferencia por un lugar (Simén et al., 2007). Ademas, estos estudios
demuestran que la administracion de naloxona bloquea la preferencia por el entorno inducida por
estimulacion eléctrica del NPBLe (experimento 5), algo que no sucede tras la administracién de
una dosis de 30mg/kg de tiapride (experimento 4).

Estos resultados sugieren que el NPBLe esta implicado en procesos de recompensa, lo
que es compatible con que esta regidon haya sido relacionada anteriormente con situaciones y
aprendizajes apetitivos (Edwards & Ritter, 1989; Ding et al., 1996; Sakai & Yamamoto, 1997;
Gutstein et al., 1998; Chamberlin et al., 1999; Wang et al., 1999b; Yamamoto & Sawa, 2000a,
2000b; Zafra et al., 2002; Simén et al., 2007) y con diversas estructuras implicadas en el
procesamiento de la recompensa cerebral (Fulwiler & Saper, 1984; Yamamoto et al., 1994b;
Balaban & Thayer, 2001; Usuda, Tanaka & Chiba, 1998; Coizet et al., 2010; Tokita et al., 2010).

Los resultados del primer experimento de este capitulo demuestran que la
administracion de tiapride no consigue bloquear la preferencia por un lugar inducida mediante
estimulacion eléctrica del NPBLe.

En principio, este resultado contrasta con el Modelo General de Anhedonia (Wise, 1982;
Ungless, 2004), el cual relaciona la dopamina cerebral con el procesamiento del valor hedénico
positivo de los estimulos (Wise, 1982; Ungless, 2004), de manera que el efecto inducido
mediante neurolépticos en las tareas de aprendizaje apetitivo se compara con un efecto de
extincion (Wise, 1982). Asi, en el caso de que la administracion de tiapride provocara un
descenso del valor apetitivo de la estimulacion eléctrica recompensante, lo esperable seria que
el efecto de preferencia por un lugar asi inducido hubiera quedado bloqueado. Por el contrario,
los resultados obtenidos podrian explicarse en los términos propuestos recientemente para la
funcién de la dopamina en relacién con el desarrollo de las conductas motivadas, por ejemplo, la
Teoria de la saliencia incentiva (Berridge, 2003; 2005; Robinson & Berridge, 2003; Robinson et
al., 2005) o la Teoria de la reactividad emocional o motivacional (Chiodo et al., 1980; Salamone,
1992; 1994; Salamone et al., 1997). Estas propuestas sefialan un papel de este sistema en el
arousal conductual que aparece tipicamente en los animales cuando son expuestos a estimulos
motivacionales y que facilita la capacidad de reaccion para aproximarse o evitar dichos estimulos
y, en este sentido, mas relacionado con conductas preparatorias que con conductas

consumatorias propiamente dichas (Chiodo et al., 1980; Salamone, 1992; 1994). En efecto, la
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tarea que ha sido propuesta a los animales en los experimentos aqui presentados apenas exige
requerimientos para la accion, pues la recompensa se obtiene con su sola permanencia
espontanea en el compartimento del laberinto asociado a estimulacion.

Por otra parte, también existen diferencias entre los resultados del experimento 4 y los
datos publicados por Fouriezos y Wise (1976). Estos autores consiguen bloquear la respuesta de
autoestimulacion eléctrica aplicada al hipotalamo lateral mediante la administracién de pimozida,
un antagonista dopaminérgico. Ademas, demuestran que el bloqueo de la conducta de
autoestimulacién no se debe a los efectos motores o de ejecucion colaterales derivados de la
administracion del farmaco. La posibilidad de que existan sistemas de refuerzo diferentes no
puede descartarse (Phillips, 1984), y en este sentido conviene recordar que hasta el momento
presente no ha sido posible inducir conductas de autoestimulacion en los animales implantados
en el NPBLe que, por su parte, cumplen los criterios (tablas 1 y 2) para ser considerados
positivos.

En este mismo sentido, se ha descubierto que la administracion de antagonistas
dopaminérgicos es, en ocasiones, suficiente para disminuir la autoadministracién de ciertas
drogas de abuso, como la morfina y la heroina (Leone & Di Chiara, 1987; Van Ree & Ramsey,
1987; Gerrits, Ramsey, Wolterink & Van Ree, 1994), si bien la mayoria de estos autores
considera que el efecto de los farmacos antipsicoticos no se debe a que bloguean los sistemas
de recompensa enddgenos, sino otros procesos implicados en el desarrollo de la conducta
motivada méas relacionados con el arousal conductual (Van Ree & Ramsey, 1987; Gerrits et al.,
1994). En esta linea, también se ha demostrado que animales mutados genéticamente para
producir una carencia de dopamina muestran, de hecho, conductas consumatorias cuando son
expuestos a estimulos apetitivos facilmente accesibles (Cannon & Palmiter, 2003; Cannon &
Bseiki, 2004).

Por ultimo, destacar el efecto observado en los animales negativos tras la administracion
de tiapride. En efecto, estos animales no sélo dejan de considerar como aversivas las claves
contextuales del laberinto en corredor, sino que, si tenemos en cuenta los criterios de
clasificacién en funcién del efecto de la estimulacion eléctrica propuestos en las tablas 1y 2, los
animales se vuelven positivos, es decir, desarrollan preferencia por el compartimento del
laberinto asociado a la estimulacion. Este resultado reproduce los resultados de los
experimentos 2 y 3 del primer capitulo. Este dato abre la posibilidad de que los dos sistemas
motivacionales, el aversivo y el recompensante, puedan estar estrechamente interrelacionados a
nivel del NPBLe. De hecho, esta interaccidn de sistemas se ha sugerido en otras estructuras

como el Nucleo Accumbens o el Cértex Prefrontal (Salamone, 1994; Di Chiara, Loddo & Tanda,
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1999; Fenu et al., 2001; Reynolds & Berridge 2002; Hajnal & Norgren 2004; Roitman, Wheeler &
Carelli, 2004b; Cassaday, Horsley & Norman, 2005; Ventura, Morrone & Puglisi-Allegra, 2007).

Por su parte, los datos del Experimento 5 podrian ser explicados, al menos parcialmente,
por la existencia de receptores tanto p como k en el complejo parabraquial (Quirion et al., 1983;
Lynch et al., 1985; Mansour et al., 1994; 1995; Wolinsky et al., 1994; 1996). Asi, mientras los
agonistas J y 6 incrementan la liberacién de dopamina en la via mesocorticolimbica y resultan
reforzantes en paradigmas de preferencia de lugar (Shippenberg & Herz, 1987) y de
autoadministracion, los receptores opiaceos k provocan un descenso en la liberacién de
dopamina en la via mesocorticolimbica, y ademas resultan aversivos en los paradigmas de
condicionamiento de lugar y no suelen generar conductas de autoadministracion (Mansour et al.,
1995), dejando de activarse tras situaciones de estimulacion nociva prolongada (Shippenberg et
al., 1988c). Estos resultados sugieren que distintos tipos de receptores opiaceos podrian estar
mediando los efectos apetitivo y aversivo de la estimulacion eléctrica del nicleo parabraquial
lateral externo.

Sin embargo, algunos estudios neuroquimicos sugieren que los receptores |y median
tanto las propiedades terapéuticas y apetitivas como también las aversivas de la morfina
(Matthes et al., 1996). En esta linea, se ha demostrado que la naloxona ejerce sus efectos
aversivos actuando sobre los receptores opioides u (Skoubis et al., 2001). En otras palabras,
existe la posibilidad de que, de algiin modo, tanto los efectos apetitivos como los aversivos de la
estimulacion eléctrica del NPBLe estén mediados por los mismos receptores opiaceos, a saber,
los receptores y, aunque, desde luego, los receptores k no pueden ser excluidos sin llevar a

cabo nuevas investigaciones.

Por otra parte, nuestros resultados sobre aprendizaje apetitivo no coincidirian, en
principio, con los aportados en los estudios de Sclafani, Bodnar y asociados, estudios en los que
se utilizan sustancias naturales como estimulo recompensante. Asi, este grupo de autores ha
comunicado la imposibilidad de bloguear con naltrexona, un antagonista opiaceo general, el
aprendizaje gustativo apetitivo inducido mediante la administracion intragéstrica de carbohidratos
(Azzara et al., 2000) o por el sabor dulce de la fructosa (Baker et al., 2004). En esta misma linea,
también se encuentran en la literatura resultados negativos al intentar bloquear el aprendizaje de
preferencias por un lugar provocadas por el sabor dulce de la sacarosa mediante la

administracion de naltrexona (Delamater et al., 2000). La discrepancia de los presentes
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resultados con estos estudios podria deberse a la utilizacion de un antagonista opiaceo diferente,

0 bien a diferencias en el procedimiento comportamental aplicado.
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CAPITULO III:

PREFERENCIA POR UN LUGAR INDUCIDA MEDIANTE
ESTIMULACION ELECTRICA DEL SUBNUCLEO
PARABRAQUIAL LATERAL EXTERNO EN UNA TAREA DE
APRENDIZAJE SECUENCIAL

El estudio de las propiedades motivacionales, aversivas y reforzantes, de los distintos
tratamientos experimentales, naturales y artificiales, es un tema central en la Neurobiologia de la
Conducta. El descubrimiento de los sistemas anatomicos y neuroquimicos asi como de su
fisiologia ha atraido el interés de la Neurociencia en general, y de la Psicobiologia en particular.
En este proceso ha jugado un importante papel la utilizacion de las distintas técnicas de analisis
y medida conductual.

En este contexto, el Condicionamiento de Preferencias por un Lugar ha sido un
procedimiento muy utilizado para el estudio de las propiedades motivacionales de los distintos
tratamientos experimentales dentro del contexto de la investigacion animal (por ejemplo, MacKey
& Van der Kooy, 1985; MacKey, Séller & Van der Kooy, 1986; Leone & Di Chiara, 1987; Bilsky et
al., 1990; Trujillo, Belluzzi & Stein, 1991; Masukawa et al., 1993; Suzuki & Misawa, 1995;
Olmstead & Franklin, 1996; Delamater et al., 2000; Walker & Ettenberg, 2007). Asi, este
procedimiento ha sido particularmente utilizado para analizar las propiedades motivacionales de
las distintas drogas de abuso. De hecho, los datos disponibles sugieren que el condicionamiento
de preferencias por un lugar es una herramienta muy sensible para medir las propiedades
reforzantes de la morfina (MacKey & Van der Kooy, 1985; MacKey, Séller & Van der Kooy, 1986;
Leone & Di Chiara, 1987; Bilsky et al., 1990; Suzuki & Misawa, 1995; Olmstead & Franklin, 1996;
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Maldonado et al., 1997; Xu, Wang, Wu & Pei, 2001; Rezayof et al., 2002; 2003; Milekic, Brown,
Castellini & Alberini, 2006), si bien existen algunos resultados contradictorios al respecto (por
ejemplo, Schildein, Agmo, Huston & Schwarting, 1998). Lo mismo sucede con otras drogas de
abuso, como las anfetaminas (MacKey & Van der Kooy, 1985; Leone & Di Chiara, 1987; Truijillo,
Belluzzi & Stein, 1991; Masukawa et al., 1993; Suzuki & Misawa, 1995; Olmstead & Franklin,
1996), el etanol (Walker & Ettenberg, 2007) y la cocaina (MacKey et al., 1985; Masukawa et al.,
1993; Kaddis et al., 1995; Suzuki & Misawa, 1995; Kuzmin et al., 1997; Schildein et al., 1998; Xu
etal., 2001; Baunez et al., 2005). Estos ultimos resultados parecen implicar, de algin modo, una
cierta interaccidn con el sistema opiaceo, ya que diversos estudios han obtenido una reduccién
de la preferencia por un lugar inducida con cocaina, anfetamina, etanol, nicética y barbitdricos
mediante la administracién de naloxona (Badawy, Evans, Punjani & Morgan, 1983; Truijillo et al,
1991; Kuzmin et al., 1997).

En cualquier caso, la prueba de condicionamiento de preferencias por un lugar puede
ser utilizada de diversas maneras y, asi, en esta Tesis Doctoral se han empleado dos
modalidades, el condicionamiento por un lugar concurrente o a corto plazo (CPPc) y el
tradicional condicionamiento de preferencias por un lugar de tipo secuencial (CPP). Este primer
tipo ha sido descrito en capitulos anteriores y, como puede recordarse, en cada sesion el animal
dispone de la posibilidad de elegir entre los compartimentos del laberinto rectangular, en uno de
los cuales recibe estimulacion eléctrica intracerebral al acceder a él. Por su parte, en el
procedimiento secuencial, el animal es situado, en dias alternos, en el compartimento A del
laberinto 0 en el compartimento B, donde recibe (de manera contrabalanceada) un tratamiento
determinado o un tratamiento control. En la prueba final, se ofrece al animal la posibilidad de
elegir entre ambos compartimentos y el tiempo de estancia en cada uno es contabilizado,

estimando asi su preferencia y la capacidad reforzante del tratamiento investigado.

Estudios previos, dentro de la tematica del aprendizaje aversivo gustativo, han
demostrado que estas dos modalidades de aprendizaje, concurrente y secuencial, utilizan como
sustrato distintos sistemas neurobiolégicos. Concretamente, el aprendizaje aversivo gustativo
concurrente parece ser dependiente de la via vagal, la divisién parabraquial medial, el NPBLe y
los circuitos del cerebelo (Fulwiler & Saper, 1984; Arnedo et al., 1993; Aglero et al., 1997;
Mediavilla et al., 2000; Zafra et al., 2002; Simon, 2003; Simén et al., 2007; 2008; 2009), mientras
que el aprendizaje secuencial parece independiente de esta via, requiriendo més bien la
integridad de estructuras como el area postrema y la division parabraquial lateral (Gallo et al.,

1991; Agliero et al., 1993b). Resultados mas recientes, han demostrado la relevancia del NPBLe
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exclusivamente en la modalidad de aprendizaje gustativo concurrente, tanto de indole aversiva
(Mediavilla et al., 2000) como apetitiva (Zafra et al., 2002).

En este contexto, el objetivo del experimento 6 ha consistido en analizar la posibilidad de
inducir conductas de preferencia o aversion hacia un lugar mediante la estimulacién eléctrica del
PNBLe, una region parabraquial que, recordemos, so6lo ha sido relacionada con los aprendizajes
gustativos concurrentes (Mediavilla et al., 2000; Zafra et al., 2002), pero ahora en tareas de
condicionamiento de lugar de tipo secuencial. Para ello, todos los animales, tanto positivos como
negativos, son sometidos a pruebas de adquisicion siguiendo las caracteristicas de ambas
modalidades procedimentales de aprendizaje. En primer lugar, los animales fueron sometidos a
una tarea de aprendizaje secuencial de preferencia/aversion hacia un lugar “a ciegas” antes de
ser clasificados, y desconociendo inicialmente su caracter positivo, negativo o neutro, evitando
asi cualquier tipo de sesgo en el desarrollo de este tipo de aprendizaje secuencial. Sélo
posteriormente se procedi6 a realizar la prueba de condicionamiento por un lugar concurrente,
que permite distribuir a los animales en grupos segun su comportamiento y los criterios
conductuales utilizados en esta Tesis (Tabla 1). De acuerdo con los datos obtenidos en la prueba
concurrente (los primeros en ser analizados y presentados), los animales seran distribuidos para
constituir los distintos grupos, en funcion de la preferencia/aversion que muestren por la
estimulacion eléctrica intracerebral, y de acuerdo con ese resultado se analizaran los datos

obtenidos de la Tarea secuencial.
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EXPERIMENTO 6:
PREFERENCIA POR UN LUGAR INDUCIDA MEDIANTE ESTIMULACION ELECTRICA
DEL SUBNUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL EXTERNO EN UNA
TAREA DE APRENDIZAJE SECUENCIAL

METODO

Para realizar este experimento se utilizaron 33 ratas macho Wistar suministradas por el
servicio de animalario de la Universidad de Granada, y cuyo peso oscilaba entre 280-350 gr. al
inicio del estudio. De estos animales, se intervinieron quirirgicamente 26 mientras que 7 de ellos

permanecieron intactos.

Procedimiento quirtrgico

El procedimiento quirdrgico fue similar al descrito en capitulos anteriores.

Una vez habituados a su nuevo entorno, todos los animales intervenidos fueron
sometidos a cirugia estereotaxica (Stoelting, modelo 511.600, USA), para implantarles electrodos
cronicos que permitieron la estimulacién eléctrica del NPBLe. Las coordenadas utilizadas fueron
obtenidas a partir del altas de Paxinos y Watson (1990): AP: -0.16; L: +2.5; V: +3.0.

Tras finalizar el proceso quirdrgico, los animales permanecieron al menos una semana

en sus jaulas antes de comenzar el procedimiento conductual.

Procedimiento conductual

En primer lugar, y como ya es habitual en esta Tesis, se procedi6 al establecimiento de
la intensidad de corriente adecuada para cada animal, y que finalmente oscil6 entre 80 y 220 pA.

Posteriormente, el experimento quedd subdividido en cuatro fases:
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FASE 1: ESTABLECIMIENTO DE LA LINEA BASE.

Durante esta primera fase, se permitié a todos los animales (veintiséis intervenidos y siete
intactos) deambular durante 10 minutos por el laberinto 3, el cual sera utilizado posteriormente
en todas las fases experimentales restantes. El objetivo de esta primera fase ha sido facilitar que
el animal se pudiera habituar a las claves contextuales que forman parte de este laberinto.

Durante esta fase, ninguno de los animales recibié estimulacion eléctrica intracerebral.

FASE 2: CONFINAMIENTO.

Transcurridas 48 horas desde la fase anterior, todos los animales fueron sometidos a
cuatro ensayos confinados en un compartimento u otro del laberinto de manera
contrabalanceada: durante el primer ensayo, se situé a un grupo de animales en el lugar
asociado a la estimulacion, y en el cual se les administraba estimulacién eléctrica en el nicleo
parabraquial lateral externo (grupos intervenidos). Transcurridas 24 horas, se introducia a estos
mismos animales en el otro compartimento del laberinto sin que ahora se les aplicara
estimulacion eléctrica alguna. Este mismo procedimiento de confinamiento se repetia una vez
mas. En todos los casos, los animales permanecian confinados en el compartimento

correspondiente durante 20 minutos en cada ensayo.

FASE 3: PRUEBA DE ELECCION DE LUGAR TRAS EL CONFINAMIENTO.

Tras 48 horas desde la segunda fase, se da comienzo a la prueba de eleccion tras el
confinamiento y que consistio en permitir al animal deambular libremente por el laberinto a partir
de la posicion central del mismo, contabilizando a continuacion el tiempo de permanencia en
cada compartimento. Ninguno de los animales recibe estimulacion eléctrica durante esta tercera

fase.

Este procedimiento constituye un ejemplo de condicionamiento de preferencias por un
lugar (modalidad secuencial o a largo plazo) que es el habitualmente utilizado en la investigacion
animal (por ejemplo, en los estudios con reforzadores naturales de Bechara et al., 1992;
Delamater et al., 2000; Spiteri et al., 2000; Duarte et al.,2003; Papp et al., 2002), y mas
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concretamente en tareas de aprendizaje de preferencias inducido por las drogas de abuso (Van
der Kooy et al., 1982; MacKey & Van der Kooy, 1985; MacKey, Séller & Van der Kooy, 1986;
Leone & Di Chiara, 1987; Bilsky et al., 1990; Suzuki & Misawa, 1995; Olmstead & Franklin, 1996;
Rezayof et al., 2002; 2003; Zarrindast et al., 2003; Baunez et al., 2005; Milekic, Brown, Castellini
& Alberini, 2006; Walker & Ettenberg, 2007).

FASE 4: INDUCCION DE APRENDIZAJE CONCURRENTE (CPPc) MEDIANTE
ESTIMULACION ELECTRICA PARA LA DETERMINACION DE LOS GRUPOS.

En esta Ultima fase, y también en el laberinto 3, se realiz6 una prueba de aprendizaje
concurrente de preferencia/aversion hacia un lugar, es decir, un procedimiento similar al descrito
en los capitulos 1 y 2 de esta Tesis Doctoral y que en funcién de los resultados obtenidos
determinara la constitucién de los grupos. En otras palabras, y como se mencionaba més arriba,
y con el fin de que en este estudio los animales no tuvieran experiencia previa en tareas de
condicionamiento por un lugar concurrente, la prueba secuencial se llevd a cabo de manera
“ciega”, es decir, sin conocer la pertenencia de cada animal a un grupo u otro del estudio.

En este caso, los animales fueron situados de nuevo en el espacio central del laberinto
rectangular y se les permiti6 deambular libremente por él durante 10 minutos. Sin embargo, en el
momento en que entraban en el compartimento previamente fijado para estimulacion cerebral
recibian estimulacion eléctrica en el NPBLe, mientras que si, por el contrario, permanecian en el
espacio central o en el otro compartimento, los animales no recibian ningun tipo de estimulacion.

En este ensayo se contabiliza el tiempo de estancia en cada zona del laberinto.

Procedimiento histoldgico

Tras ser profundamente anestesiados (Thiopental Sédico, Laboratorios Abbot S.A.,
Madrid), los animales intervenidos recibieron una pequefia lesidn electrolitica (0.3 mA de
corriente catodica continua durante 5 segundos) a través del electrodo de estimulacién eléctrica
intracerebral. Una vez extraido el cerebro y conservado en una solucién de formaldehido al 10%,
se laminaron secciones de aproximadamente 80 micras de grosor y fueron montadas en

portaobjetos para ser tefiidas con Violeta de Cresilo y fotografiadas
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RESULTADOS

El experimento 6 consta de dos partes diferenciadas: las fases que conforman un
procedimiento de condicionamiento de preferencia por un lugar secuencial (primera, segunda y
tercera); y la cuarta fase que se corresponde con el procedimiento concurrente.

Esta ultima fase (cuarta) es, como se ha venido proponiendo, la empleada para la
distribucion de los animales intervenidos quirlirgicamente en los distintos grupos en funcién de
las preferencias mostradas por la estimulacion eléctrica intracerebral (criterios comportamentales
de la tabla 1). La prueba de condicionamiento hacia un lugar concurrente determinarg la
constitucion de los grupos y el posterior analisis de los datos obtendios “a ciegas” durante la

prueba de CPP secuencial (Tabla 8; Figura 28):

Grupos, establecidos a partir de los

resultados obtenidos en la fase de Tiempo medio de
condicionamiento hacia un lugar estancia en CPPc

concurrente

Grupo Positivo 49427
Grupo Negativo 78.80
Grupo Control Implantado 231.80
Grupo Control Intacto 262.57

Tabla 8. Se presenta el tiempo medio de estancia de cada grupo en el compartimento asociado a la estimulacion
intracerebral durante la cuarta fase del experimento 6, es decir, durante la prueba de condicionamiento hacia un
lugar concurrente.
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Figura 28. Representacion grafica de los resultados obtenidos en el Experimento 6. La ordenada representa el
promedio de tiempo en segundos que ha permanecido cada grupo durante el ensayo de aprendizaje espacial
concurrente, la cuarta fase del estudio.

Como resultado de la cuarta fase experimental, los animales quedaron distribuidos en 4

grupos de acuerdo con los criterios conductuales recogidos en la tabla 1:
e Grupo Positivo: compuesto por 11 animales cuyo comportamiento se ajustaba a los
criterios, descritos en la tabla 1, y pasaron a ser considerados “positivos” en este ensayo

de aprendizaje concurrente de preferencia por un lugar.

e Grupo Negativo: compuesto por 10 animales que se correspondia con los criterios

adscritos a los sujetos experimentales “negativos” (tabla 1).

e Grupo Control Intervenido: compuesto por 5 animales que se comportaban segun los

criterios de la tabla 1 para las ratas controles/neutras.

e Grupo Control Intacto: compuesto por 7 animales, que no fueron intervenidos

quirdrgicamente.
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Una vez finalizado el procedimiento conductual y establecidos los grupos de animales de
acuerdo con los resultados obtenidos en la prueba concurrente, se procedié a analizar los
resultados de la prueba de aprendizaje espacial secuencial. El ANOVA entre grupos de los datos
obtenidos de aplicar el Aprendizaje secuencial de preferencia/aversion hacia un lugar revela un
efecto principal tanto del grupo (F29= 4.9392; p<0.0068) como de la fase experimental
(F(1,29=9.0417; p<0.0054), pero no de la interaccion (F3,20=2.5392; p<0.0759).

Ensayo de Prueba de

Linea Base eleccion
CPP CPP

Grupo Positivo 217.36 364.36
Grupo Negativo 174.80 203.80
Grupo Control Implantado 199.00 222.20
Grupo Control Intacto 21343 261.29

Tabla 9. Resultados promediados de las fases 1y 3 del experimento 6. Estos resultados indican el tiempo medio en
segundos que cada grupo permanece en el compartimento asociado a estimulacion intracerebral antes y después
de la fase de confinamiento de la prueba de Condicionamiento hacia un lugar de tipo secuencial.

Asimismo, el ANOVA general entre grupos realizado con los datos obtenidos en la fase
de eleccion del Aprendizaje Espacial secuencial muestra un efecto significativo (F(320=5.47;
p<0.0042). Concretamente, las comparaciones planeadas revelan una diferencia significativa en
la ejecucion del Grupo Positivo y el Grupo Negativo (F1,20=14.4240; p<0.0007), asi como entre
el Grupo Positivo y el Grupo Control Intacto (F1,29=4.8548; p<0.0357) y entre el Grupo Positivo y
el Grupo Control Implantado (F1,20=7.4206; p<0.0108), pero no existen diferencias significativas
entre las demas comparaciones posibles: entre el Grupo Negativo y el Grupo Control Intacto
(F(1,29=1.4534; p<0.2377), entre el Grupo Negativo y el Grupo Control Implantado (F1.29=0.1205;
p<0.7377), ni entre los dos grupos control (F(120=0.4759; p<0.4958). Estos datos sugieren que
los animales negativos se comportan de manera idéntica a los controles en las pruebas

secuenciales de aprendizaje espacial.
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Figura 29. Representacion grafica de los resultados obtenidos en el Experimento 6. La ordenada representa el
promedio de tiempo en segundos que ha permanecido cada grupo durante la prueba de eleccién de aprendizaje
espacial secuencial.

Al realizar el ANOVA incluyendo las fases 1y 3, se observa un efecto principal del grupo
(F3.29=4.9392, p<0.0068) y un efecto principal de la fase (F1,20=9.0417, p<0.0054), pero no un
efecto de interaccidn (F;329=2.5392, p<0.0759). Las comparaciones planeadas muestran que
mientras en el Grupo Positivo existen diferencias significativas entre el ensayo de linea base y la
prueba de eleccion de confinamiento (F(1,20=18.7947; p<0.0002), no existen diferencias ni en el
Grupo Negativo (F(120=0.665; p<0.4215), en el Grupo Control Implantado (F129=0.2128;
p<0.6480) ni tampoco en el Grupo Control Intacto (F1,20=1.2676; p<0.2694).

Por Ultimo, se realizd un analisis de correlaciones entre los datos obtenidos en las dos
modalidades de condicionamiento de preferencia/aversion hacia un lugar, concurrente y
secuencial, por todos los animales implantados, revelandose una correlacién significativa de r =
0.53, con una p<0.006.
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Figura 30. Representacion grafica de los resultados obtenidos en el experimento 6. La ordenada representa el
promedio de tiempo en segundos invertido por cada grupo en el compartimento asociado a la estimulacién eléctrica
del NPBLe durante la linea base y la prueba de eleccion.

Los resultados del andlisis histolégico se muestran en la siguiente l1&mina de un corte

cerebral, perteneciente a un sujeto experimental del Grupo Positivo (Microfotografia 7).

PCS
NPBM NPBLe

Microfotografia 7. Localizacion del electrodo en un sujeto perteneciente al Grupo Positivo. Abreviaturas: NPBM:
Nucleo parabraquial medial; NPBLe: Nicleo parabraquial lateral externo; PCS: PedUnculo Cerebeloso Superior.
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DISCUSION

Los resultados del experimento 6 demuestran la posibilidad de inducir, también ahora,
conductas de preferencia por un lugar mediante estimulacion eléctrica del NPBLe utilizando en
este caso un procedimiento secuencial. Sin embargo, esto no ocurre en el caso de la aversién
hacia un lugar inducida por estimulacién de este mismo subnucleo parabraquial que, sin
embargo, si se logra utilizando procedimientos concurrentes.

En el caso de estos Ultimos resultados (conducta aversiva o de evitacién), no se observa
una reduccion del tiempo de estancia en el compartimento del laberinto en el que reciben la
estimulacion aversiva de manera inevitable. Se han propuesto diversas posibilidades teéricas
que nos permiten entender estos resultados.

Inicialmente, existe la posibilidad de que la estrecha proximidad anatémica existente
entre los sistemas motivacionales aversivo y apetitivo (Salamone, 1994; Di Chiara et al., 1999;
Fenu et al., 2001; Reynolds & Berridge 2002; Hajnal & Norgren 2004; Roitman et al., 2004b;
Cassaday et al., 2005; Ventura et al., 2007) pueda haber permitido que la estimulacion aplicada
a estos animales haya activado simultaneamente componentes de ambos sistemas, con lo cual
el efecto esperable puede ser mixto o ambivalente, tal y como se observa en el grupo negativo
del experimento 6.

Por otra parte, podria proponerse, alternativamente, que en este mismo grupo el
electrodo ha podido desplazarse fuera del NPBLe. Sin embargo, a la luz de los resultados del
examen histoldgico, esta posibilidad parece poco probable.

Més probable es el hecho de que la aversion inducida en este grupo de animales pueda ser
poco adecuada para sustentar el aprendizaje de tareas de tipo secuencial. En efecto, diversos
experimentos previos en el campo del aprendizaje de discriminacion gustativa han demostrado
que el NPBLe parece estar implicado exclusivamente con los aprendizajes de tipo concurrente,
pero no en los de indole secuencial o explicitos (Zafra et al., 2002; Mediavilla et al., 2005; Simén
etal., 2007).

Resulta relevante destacar la diferenciaciéon teorica propuesta entre el denominado
aprendizaje concurrente y el aprendizaje secuencial, descrita en apartados anteriores, en el
contexto del aprendizaje de discriminacién gustativa (Mediavilla et al., 2001; 2005; Zafra et al.,
2002; De la Torre & Aglero, 2008; 2009). En el caso del aprendizaje aversivo gustativo, el

procedimiento de aprendizaje secuencial o a largo plazo (ver paginas 85 y 86) permite introducir
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demoras temporales entre el estimulo gustativo y sus consecuencias, puede establecerse en un
unico ensayo, existe predisposicidn estimular y es muy flexible. Por todo ello ha sido considerado
como una modalidad de aprendizaje explicito (Mediavilla et al., 2001; 2005). Por el contrario, el
procedimiento de aprendizaje concurrente o a corto plazo (ver paginas 85 y 86) da lugar a un
aprendizaje rigido (no flexible) y requiere continuidad interestimular y un determinado nimero de
ensayos. Por todas estas circunstancias, ha sido considerado como un aprendizaje de tipo
procedimental, implicito (Mediavilla et al., 2005).

Quiza esta disociacion pueda aplicarse también en el caso del condicionamiento de
preferencias por un lugar, correspondiendo el procedimiento descrito en los capitulos anteriores
a un tipo de aprendizaje concurrente, mientras que el procedimiento descrito en las fases 1,2y 3
del presente experimento se corresponda con un aprendizaje de tipo secuencial.

Como se indicaba en la introduccion, estudios previos de este laboratorio han
demostrado que estas dos modalidades de aprendizaje se sustentan en distintos sistemas
neurales. Asi, cabe la posibilidad de que ahora también estas dos modalidades de aprendizaje
puedan estar mediadas por neurotransmisores también diferentes, y que, dado que en nuestros
experimentos (en ambas modalidades de aprendizaje) la estimulacién eléctrica siempre es
aplicada de manera simultanea a la presentacion de los estimulos del entorno, la activacion del
NPBLe ha podido activar algin sistema neurobiolégico motivacional en el que el solapamiento

temporal entre el estimulo reforzante y los estimulos del entorno sea decisiva.

En cualquier caso, a diferencia del resultado negativo, resulta llamativo que la
estimulacion eléctrica del NPBLe si consiga inducir comportamientos de preferencia por un lugar
en tareas de tipo secuencial, cuando este subnlcleo parabraquial ha sido asociado
exclusivamente a aprendizajes de tipo concurrente. Una explicacion a este resultado, podria ser
que el efecto de preferencia por un lugar condicionada en las tareas secuenciales podria
deberse a que la estimulacion de las células del sistema motivacional apetitivo han podido
movilizar mecanismos opiaceos en el nlcleo parabraquial (Engstrdm et al., 2001). En este
sentido, los resultados obtenidos recuerdan a los estudios con drogas de abuso, y mas
especificamente con morfina, cuya administracion genera un potente efecto incondicionado en
tareas de condicionamiento de preferencia por un lugar de tipo secuencial (MacKey & Van der
Kooy, 1985; MacKey, Séller & Van der Kooy, 1986; Leone & Di Chiara, 1987; Suzuki & Misawa,
1995; Olmstead & Franklin, 1996; Maldonado et al., 1997; Xu, Wang, Wu & Pei, 2001; Rezayof et
al., 2002; 2003; Milekic, Brown, Castellini & Alberini, 2006). Existen pocos datos sobre la

induccién de aversion hacia un lugar inducida por estas mismas sustancias (Bechara & Van der
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Kooy, 1987; Bechara, Zito & Van der Kooy, 1987; Bechara, Martin, Pridgar & Van der Kooy,
1993), las cuales, sin embargo, pueden dar lugar a claros y manifiestos efectos aversivos cuando
las pruebas experimentales utilizadas se valen de tareas de aprendizaje aversivo gustativo
(Bechara et al., 1993; Davis, Rice & Riley, 2009; Liu, Showalter & Grigson, 2009).

Para terminar, otra cuestion clave con respecto a este estudio es el tipo de aprendizaje
implicado en estas dos modalidades de condicionamiento de preferencias por un lugar. Mientras
que parece claro que en el condicionamiento concurrente los mecanismos de aprendizaje
utilizados tienen un mayor componente de tipo instrumental, pues durante la fase de aprendizaje
el animal puede comprobar las consecuencias de entrar a uno y otro compartimento del laberinto
y no se aplica una fase de prueba, en el caso del condicionamiento secuencial resulta més
controvertido. Aunque pudiera parecer en un principio que el animal asocia las claves del
contexto con las consecuencias motivacionales de la estimulacion de manera pasiva, mediante
un condicionamiento de tipo clasico, ya que el animal queda confinado en un compartimento
determinado del laberinto, la ejecucion que en la fase de prueba de este experimento 6 exhibe el
animal pone de manifiesto que el aprendizaje que ha tenido lugar es flexible. Durante la fase de
aprendizaje el animal esta confinado a un lado u otro del laberinto, de manera que no tiene
acceso al resto. Sin embargo, durante la prueba, el animal se introduce en la zona central del
mismo, pudiendo percibir el laberinto completo. Es decir, las circunstancia en las que el animal
aprende y las circunstancias en las que se le requiere el recuerdo de lo aprendido son
completamente diferentes y, aun asi, el animal escoge correctamente, mostrando asi una
flexibilidad conductual no compatible con un aprendizaje implicito en sentido estricto (Lee &
Vakoch, 1996; Carfias, Quesada & Antoli, 1999). Estas observaciones podrian ser compatibles
con una hipotesis segun la cual se produjera, en el momento de la prueba, una transferencia del
aprendizaje clasico (implicito) a una ejecucién de tipo explicita.

En este sentido, existen en la literatura abundantes datos sobre transferencias en el
aprendizaje. Por ejemplo, se ha ideado un paradigma de transferencia pavloviano-instrumental
que examina el papel modulatorio de las claves asociadas a recompensas sobre las conductas
instrumentales de busqueda de recompensa aprendidas de manera independiente (Corbit, Janak
& Balleine, 2007), un proceso de transferencia que podria ser clave en el condicionamiento de
preferencias por un lugar secuencial. En este paradigma de transferencia pavloviano-
instrumental, los sujetos experimentales reciben dos tipos de entrenamiento. Por una parte, se

asocian claves discretas (por ejemplo, un tono o una luz) a una recompensa determinada, y de
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manera independiente se entrena al animal en una conducta instrumental para conseguir la
misma recompensa. En la fase de prueba, se valora el impacto de las claves asociadas
clasicamente a la recompensa sobre la ejecucion en la tarea instrumental. Los resultados
generalmente muestran que la presentacion de estos estimulos predictivos eleva la respuesta
instrumental dirigida a conseguir la recompensa (Corbit & Balleine, 2005; Corbit & Janak, 2007b;
Corbit, Janak & Balleine, 2007). Esta transferencia debe integrar multiples asociaciones, como la
asociacion entre la respuesta y el resultado, entre el estimulo y el resultado, asi como la
evaluacién de la congruencia entre estas asociaciones. Asi, no es sorprendente que varias
estructuras neuroanatémicas contribuyan en su generacion, como son el estriado dorsal lateral,
el area tegmental ventral o el cértex orbitofrontal (Corbit & Janak, 2007b; Corbit, Janak &
Balleine, 2007; Ostlund & Balleine, 2007).

Ademas, se ha conseguido reproducir esta transferencia pavloviana-instrumental
utilizando como recompensa el etanol (Corbit & Janak, 2007a), lo que confirma que las claves
clasicamente asociadas a la administracion de ciertas drogas de abuso pueden energizar las

conductas instrumentales de bisqueda de estas sustancias.

Por otra parte, existe una clasificacion de la memoria basada en sus caracteristicas
conductuales y las estructuras neuroanatdémicas implicadas, que distingue entre memoria
implicita y explicita (Schacter, 1992; Morgado, 2005; Machado et al., 2008), si bien hay quien
aconseja tomarla con precaucidon (Aguado-Aguilar, 2001; Morgado, 2005). Asi, la Memoria
Implicita se refiere a la informacion que nos permite formar habitos cognitivos y motores. Suele
ser una memoria fiel, rigida y duradera, derivada de tipos de aprendizaje basico y
filogenéticamente antiguos, como la habituacion y la sensibilizacién, el aprendizaje perceptivo y
motor, o los condicionamientos clasico e instrumental (Schacter, 1992; Morgado, 2005; Machado
et al., 2008). Su ejemplo prototipico seria el miedo condicionado. Por su parte, la Memoria
Explicita es el almacenamiento cerebral de hechos y eventos. Se expresa conscientemente y es
facil de declarar verbalmente o por escrito, lo que le ha valido también, en humanos, el nombre
de memoria declarativa. A diferencia de la memoria implicita, este tipo de memoria puede
adquirirse en uno o pocos ensayos y tiene como destacada particularidad poder expresarse en
situaciones y modos diferentes a los del aprendizaje original (Schacter, 1992; Morgado, 2005;
Machado et al., 2008). Seria el caso, por ejemplo, del aprendizaje que nos permite orientarnos

espacialmente.
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Estos dos sistemas de memoria trabajan de manera interactiva en algunas situaciones,
como por ejemplo, en la modulacién emocional de la memoria declarativa (McGaugh, 2004;
Roozendaal, Barsegyan & Lee, 2008). En este sentido, quiza en el condicionamiento por un lugar
secuencial también se produzca algun tipo de transferencia entre la fase de adquisicion,
considerada de condicionamiento clasico por la mayoria de los autores (Everitt & Robbins, 2005;
Kenny, 2007), y la fase de prueba, que contiene caracteristicas propias de los aprendizajes de

tipo explicito.
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CAPITULOIV:

EFICACIA RECOMPENSANTE DE LA ESTIMULACION
ELECTRICA REPETIDA DEL SUBNUCLEO PARABRAQUIAL
LATERAL EXTERNO Y DE LA CORTEZA INSULAR.






CAPITULO IV:

EFICACIA RECOMPENSANTE DE LA ESTIMULACION
ELECTRICA REPETIDA DEL SUBNUCLEO PARABRAQUIAL
LATERAL EXTERNO Y DE LA CORTEZA INSULAR

La estimulacion eléctrica del NPBLe asi como de la Corteza Insular Agranular Posterior
genera preferencias por los entornos estimulares con los que es asociada durante la realizacion
de tareas de condicionamiento de preferencias por un lugar (Garcia, 2009; Experimentos 4,5y 6
de esta Tesis Doctoral). Sin embargo, estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio
han mostrado una reduccion significativa de la preferencia hacia estimulos gustativos asociados
con la estimulacion eléctrica repetitiva de la Corteza Insular Agranular Posterior (Garcia, 2009).
Este resultado contrasta con la conducta habitual mostrada por los animales sometidos a tareas
de AEIC, ya que desde su descubrimiento en 1954 por James Olds y Peter Milner, no se tiene
constancia de una disminucion en la tasa de respuesta de los animales tras largos periodos de
AEIC. De hecho, los animales mantienen altas tasas de respuesta de AEIC durante largos
periodos de tiempo, antes de quedar fisicamente exhaustos (Routtenberg & Lindy, 1965; Spies,
1965). Llamativamente, y a pesar de mantener este alto ritmo de respuesta, los roedores “se
olvidan” (“drive decay”) de presionar el pedal de autoestimulacion después de introducir breves
intervalos en los que se desconecta la corriente eléctrica (Seward et al., 1959; Gallistel, 1973).
Posteriormente, la reiniciacion de la conducta de autoestimulacién se logra faciimente cuando el
experimentador incita (priming) la respuesta de la rata, suministrando unos pulsos de corriente
eléctrica al animal de manera no contingente con la presién de palanca. En estas condiciones,
los animales vuelven a presionar el pedal de nuevo a un ritmo habitualmente elevado (Wetzel,
1963; Stellar & Gallistel, 1975).
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Alternativamente, cuando se utilizan procedimientos instrumentales valiéndose de
reforzadores naturales (alimento, agua) se produce saciacion, con el consiguiente descenso
progresivo en la tasa de respuesta. Como se indicaba anteriormente, esto no sucede en el caso
de la autoestimulaciéon eléctrica intracerebral y, en este sentido, conviene insistir que tras
cincuenta afios de intensa investigacion del fenémeno nunca se han conocido casos claros de

saciacion o tolerancia (Olds, 1958; Wise & Rompré, 1989).

En esta linea, existen, sin embargo, ciertos datos experimentales recientes que parecen
apuntar que la estimulacién eléctrica intracerebral recompensante puede provocar un descenso
en su efectividad para mantener altos niveles de autoestimulacion cerebral (Hernandez et al.,
2006). En efecto, estos autores demuestran que la estimulacién recompensante del Haz
Prosencefalico Medial puede sostener un incremento significativo en la concentracion
dopaminérgica del Nucleo Accumbens durante periodos de mas de dos horas. Sin embargo,
cuando los trenes de corriente eléctrica son muy frecuentes (en este caso, cada 1,5 seg.), los
niveles dopaminérgicos se incrementan durante los primeros 40 minutos, para posteriormente
volver a la linea base. Ademés, demuestran que los animales requieren mayor intensidad en los
pulsos de corriente eléctrica para tener la misma ejecucion después de haber recibido 6 sesiones
(de 2 horas de duracién) de estimulacién con una frecuencia de 1,5 seg., en dias consecutivos.
Interesantemente, en estas sesiones de 2 horas, los animales reciben los pulsos de corriente
eléctrica segun un protocolo preestablecido por el experimentador y, por lo tanto, de manera no
contingente a su propio comportamiento (Hernandez et al., 2006).

También ciertos casos clinicos revelan que algunos pacientes tratados mediante
estimulacion eléctrica intracerebral pueden a veces sufrir de cierta tolerancia, beneficiandose en

menor grado del tratamiento prolongado (Kumar et al., 1990; Coffey, 2001; Bittar et al., 2005).

Sin embargo, la tolerancia es un fendmeno ampliamente estudiado, ya que suele
acompafiar habitualmente al consumo de las sustancias de abuso (por ejemplo, Ehrman, Ternex,
O’Brien & McLellan, 1992; Georges, Stinus, Bloch & LeMoine, 1999; Zhao, Gao, Sun, Zhao,
Gereau & Chen, 2007), y que se manifiesta particularmente tras la administracion repetida de
sustancias como los opiaceos, los cannabinoides, los piscoestimulantes, etc. En general, la
tolerancia es definida como el descenso en la respuesta a una dosis de una sustancia
administrada repetidamente o también como la necesidad de utilizar dosis progresivamente
crecientes de esa sustancia a fin de reproducir el efecto recompensante inicial (Taylor & Fleming,
2001; Vetulani, 2001; Koob & LeMoal, 2006).
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Esta administracion repetida de las sustancias de abuso produce, por una parte,
tolerancia hacia algunos de los efectos de las drogas y, por otra parte, sensibiliza algunas de sus
manifestaciones (Bartoletti, Gubellini, Bachi & Babbini, 1983; Castafieda, Becker & Robinson,
1988; Horger, Shelton & Schenk, 1990; Gaiardi et al., 1991; Cunningham & Noble, 1992; Haney
et al., 1999; Hart et al., 2002). Por ejemplo, en el caso de los opiaceos, la tolerancia se produce
principalmente en relacién a sus efectos reforzantes, analgésicos y sedativos (Célerier et al.,
2001; Winger & Woods, 2001; Simonnet & Rivat, 2003; Koob & LeMoal, 2006), mientras que la
sensibilizacion se desarrolla hacia los efectos excitatorios que ejerce sobre la conducta
locomotora y, en ciertas ocasiones, también sobre su efecto reforzante (Bartoletti et al., 1983;
Gaiardi et al., 1991).

Se han propuesto dos tipos de manifestaciones propias de la tolerancia a una sustancia
de abuso, unas de tipo metabdlico y funcionales las otras. La tolerancia metabélica estaria
relacionada con los cambios conducentes a generar un incremento en la rapidez con la que una
droga es eliminada del torrente sanguineo. La tolerancia funcional, por su parte, incluye los
cambios producidos para reducir la sensibilidad de los receptores neuronales de esa droga. Asi,
el proceso de tolerancia y el desarrollo de los sintomas de dependencia se producen, al menos
en parte, como resultado de neuro-adaptaciones compensatorias que tienen lugar tras la
administracion repetida de las drogas. Concretamente, el tratamiento cronico con morfina y
anfetamina provoca modificaciones estructurales en la morfologia de las neuronas del circuito
de recompensa cerebral, como por ejemplo, en el ATV, el nucleo accumbens y el cortex
prefrontal (Sklair-Tavron, Shi, Lane, Harris, Bunney & Nestler, 1996; Robinson & Kolb, 1997;
Saal & Malenka, 2005). Mas aun, se ha demostrado que la administracién crénica de morfina
provoca un descenso en el numero de receptores opiaceos p troncoencefélicos (Bernstein &
Welch, 1998).

En este contexto, el objetivo de los Experimentos 7 y 8 fue comprobar si la
administracion repetida de estimulacion eléctrica del NPBLe y de la Corteza Insular Agranular
Posterior, dos areas conectadas anatémicamente (Fulwiler & Saper, 1984; Bernard et al., 1991;
Dobolyi et al., 2005), puede originar un descenso en su efecto reforzante analizado a través de

tareas de condicionamiento de preferencia por un lugar.
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EXPERIMENTO 7:
EFICACIA REFORZANTE DE LA ESTIMULACION ELECTRICA REPETIDA DEL
NUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL EXTERNO

METODO

En este experimento, se han utilizado 53 ratas macho Wistar suministradas por el
estabulario de la Universidad de Granada y cuyos pesos oscilaban entre 310 y 410 gr. al inicio
del estudio. 45 de estos animales fueron intervenidos quirdrgicamente, y el resto, 8 animales,

permanecieron intactos neuroldgicamente.

Procedimiento quirtrgico

El procedimiento quirdrgico utilizado fue similar al descrito en los capitulos anteriores. De
nuevo, y tras permanecer al menos una semana en sus jaulas habituales, los animales fueron
anestesiados profundamente (Thiopental Sédico, Laboratorios Abbot S.A., Madrid) y se procedi6
a realizar la correspondiente cirugia estereotaxica, utilizando para ello las coordenadas del atlas
de Paxinos y Watson (1990): AP: -0.16; L: +2.50; V: +3.00.

También como en los experimentos anteriores, el electrodo es fijado crénicamente con
resina acrilica (S.R. Denture Base, Quick 3/60, Ivoclar), aplicandoles posteriormente a los
animales Povidona Yodada (Betadine, Asta Médica, Madrid), asi como una inyeccion
intramuscular de 0.1 cc. de penicilina (Penilevel, Laboratorios Level, S.A., Barcelona) para

prevenir potenciales infecciones.

162



Procedimiento conductual

FASE 1: CLASIFICACION DE LOS ANIMALES EN DISTINTOS GRUPOS EN FUNCION DEL
EFECTO DE LA ESTIMULACION ELECTRICA DEL NPBLe.

El procedimiento conductual comienza con el establecimiento de la intensidad de la

corriente eléctrica adecuada para cada animal, y que finalmente oscilé en este grupo entre 50 y

190 pA.

CLASIFICACION DE LOS ANIMALES DE ACUERDO CON LOS CRITERIOS ESTABLECIDOS
Y LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS DE CONDICIONAMIENTO DE
PREFERENCIA POR UN LUGAR

En esta etapa inicial, todos los animales fueron sometidos a una prueba constituida por
dos sesiones de condicionamiento concurrente de preferencias por un lugar de diez minutos de
duracion, llevadas a cabo en dias sucesivos. Esta prueba fue realizada en el laberinto 1, que

seria el Unico utilizado a lo largo de las distintas fases experimentales.

De acuerdo con el tiempo de permanencia de los animales en la zona del laberinto
asociada a la estimulacion eléctrica y conforme a los criterios de distribuciéon de los animales
descritos en el Experimento 1, los 45 animales intervenidos quedaron divididos inicialmente en
tres grupos: uno constituido por 28 animales que mostraban una consistente preferencia por el
lugar asociado a la estimulacién eléctrica del NPBLe, y que posteriormente fue subdividido
aleatoriamente en dos grupos de 14 animales, el primero de los cuales fue utilizado en el
presente experimento (Grupo Positivo) y el resto en el Experimento 9. Un grupo adicional,
formado por 7 animales, que no mostraban preferencia significativa por ninguna de las zonas del
laberinto, también fue utilizado en este experimento (Grupo Neutro Implantado). A partir de este
momento, estos Ultimos animales pertenecientes al Grupo Neutro Implantado pasan a ser
utilizados como animales controles y no volvieron a recibir estimulacion eléctrica en ninguna de
las fases experimentales posteriores. Finalmente, hay que indicar que los 10 animales negativos

restantes fueron excluidos de este estudio.
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A continuacién, los 14 animales del Grupo Positivo son divididos (de manera aleatoria) en
dos grupos, que quedan asi constituidos por 7 animales cada uno (Grupo Positivo 1 y Grupo
Positivo 2).

Asimismo, a los 7 animales del Grupo Neutro Implantado se afiadieron otros 8 animales no
intervenidos quirdrgicamente, que pasan a formar aleatoriamente dos grupos (Grupo Control 1
y Grupo Control 2). Asi, en este caso, el Grupo Control 1 estuvo compuesto por 7 animales, tres
de ellos implantados y cuatro intactos. EI Grupo Control 2 lo constituyen 8 animales, de los

cuales cuatro son intervenidos y cuatro, intactos.

FASE 2: ESTABLECIMIENTO DE LA LINEA BASE.

Transcurridas 72 horas desde la fase anterior, se llevéd a cabo un ensayo mas de
condicionamiento de preferencia por un lugar concurrente, de diez minutos de duracién, para

establecer la linea base.

FASE 3: ESTIMULACION ELECTRICA REPETIDA DEL NUCLEO PBLe

Esta fase se llevé a cabo siguiendo un procedimiento alternante constituido por cuatro
sesiones en las que los animales permanecian confinados en la zona del laberinto asociada a la
estimulacion y otras cuatro sesiones de estimulacién eléctrica concurrente en el laberinto. En

ofras palabras:

e 24 horas después del establecimiento de la linea base, los animales eran confinados en
el compartimento del laberinto asociado a la estimulacién durante una sesion de 10
minutos de duracién. En cada uno de estos ensayos, sélo el Grupo Positivo 1 recibia
estimulacion. Los grupos Positivo 2, Control 1 y Control 2 eran situados en el

compartimento correspondiente del laberinto, pero sin recibir ninguna consecuencia.
e 24 horas después de cada sesion de confinamiento, todos los animales son sometidos a

una sesion de condicionamiento concurrente. En este caso, tanto el Grupo Positivo 1

como el Grupo Positivo 2 reciben estimulacion eléctrica del nicleo PBLe cuando entran
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en la zona del laberinto asociada a la estimulacion. Los grupos control, por su parte, no

reciben estimulacion en ninguno de los casos.

o Esta secuencia alternante se repite en cuatro ocasiones.

FASE 4: ANALISIS DEL INCREMENTO DE LA INTENSIDAD DE LA ESTIMULACION
ELECTRICA DEL NPBLe

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio (Garcia, 2009) han demostrado que
en aquellos casos en los que la estimulacion eléctrica intracerebral deja de ser eficaz, un
incremento en su intensidad puede ser suficiente para recuperar su eficacia. Ahora vy,
transcurridas 24 horas desde la ultima fase, todos los animales volvieron a ser sometidos a una
sesion de condicionamiento concurrente, pero en esta ocasion utilizando una intensidad
incrementada en un 20%.

Por dltimo, y de nuevo 24 horas después, se realizd una nueva sesion de
condicionamiento concurrente de preferencia por un lugar en el mismo laberinto, si bien en este

caso la intensidad de la corriente eléctrica se incrementd en un 40%.

Procedimiento histoldgico

El procedimiento histoldgico utilizado es similar al descrito en capitulos anteriores. Asi,
una vez finalizada la fase conductual, todos los animales implantados recibieron una inyeccién
de 0.25 mg. de pentotal sodico (Thiopental Sédico, Laboratorios Abbot S.A., Madrid). A
continuacién, para determinar la zona de la estimulacién se gener6 una pequefia lesion
electrolitica (0.3 mA de corriente catodica continua durante 5 segundos). Posteriormente, se
efectué una perfusion transcardiaca inyectando varias soluciones de suero fisiologico y
formaldehido al 10%. Los cerebros fueron extraidos del craneo y conservados en una solucién
de formaldehido al 10% durante varios dias. Posteriormente y con la ayuda de un vibrotomo, se
laminaron secciones de aproximadamente 80 micras de grosor, para ser posteriormente

montadas en portaobjetos, tefiidas con Violeta de Cresilo y, por ultimo, fotografiadas.
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RESULTADOS

FASE 1: CLASIFICACION DE LOS ANIMALES EN DISTINTOS GRUPOS EN FUNCION DEL
EFECTO DE LA ESTIMULACION ELECTRICA DEL NPBLe.

Siguiendo el criterio conductual previamente establecido en el capitulo 1 para la
distribucién de animales segUin su comportamiento en el laberinto rectangular, se formaron
inicialmente dos grupos implantados, uno “positivo” constituido por 14 animales cuyo tiempo
medio de permanencia en la zona del laberinto asociada a la estimulacion durante el segundo
ensayo de esta fase fue de 464,57 s. y un grupo neutro formado por 7 animales cuya estancia
media en la zona asociada a estimulacién fue de 264,71 s. Por Ultimo, el tiempo de permanencia
media en la zona del laberinto asociada a la estimulacién en el grupo de animales intactos fue de
252,38 s.

FASES 2 Y 3: COMPARACION ENTRE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA LINEA BASE
Y EN EL ULTIMO ENSAYO DE CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE

Una vez distribuidos los animales en los cuatro grupos descritos anteriormente, se
analizaron los resultados obtenidos en las sesiones de condicionamiento de preferencias por un

lugar concurrente. Para ello, se utilizaron analisis de varianza univariado intragrupo.
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Figura 31. Representacion grafica del tiempo de permanencia mostrado por los distintos grupos de animales, en la
zona del laberinto asociada a la estimulacion eléctrica del NPBLe, durante las distintas sesiones de
condicionamiento concurrente de preferencias por un lugar (CPPc).

Los resultados obtenidos en el Grupo Positivo 1 muestran que existe un efecto

significativo del factor dia de Condicionamiento Concurrente (F24= 3.9845, p< 0.0128). De esta

manera, y como puede apreciarse en la figura 31, a medida que aumenta el nimero de ensayos

de adquisicion, disminuye el tiempo de permanencia de los animales en el compartimento del

laberinto asociado a la estimulacion eléctrica del NPBLe. Posteriormente, las comparaciones

planeadas revelaron diferencias significativas entre el ensayo de linea base y el quinto ensayo
(Fi1,6= 13.8660, P< 0.0098), (ver figura 32).
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Figura 32. Representacion grafica del tiempo de permanencia (expresado en segundos) mostrado por los animales
pertenecientes al Grupo Positivo 1, en la zona del laberinto asociada a estimulacién eléctrica del NPBLe. Los
asteriscos indican las diferencias significativas con una p< 0,01, en este caso reveladas entre la sesion de CPPc de
linea base y la ultima sesién de CPPc.

Por su parte, los resultados obtenidos por el Grupo Positivo 2 (ver Figura 33) muestran
que no hay un efecto principal del factor dia de Condicionamiento Concurrente (Fs,24= 0.6379,
p< 0.6379).
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Figura 33. Representacion gréfica del tiempo de permanencia (expresado en segundos) mostrado por los animales
pertenecientes al Grupo Positivo 2, en la zona del laberinto asociada a estimulacion eléctrica del NPBLe.

Resultados similares se han obtenido en los grupos controles, en los que no se producen
diferencias entre las sesiones de condicionamiento concurrente en el Grupo Control 1 (Fs,28)=
0.9287, p< 0.4615) ni en el Grupo Control 2 (F24= 1.1743, p< 0.9494).
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Por otra parte, el andlisis estadistico resultante de la comparacién entre el tiempo que
los animales permanecen en el compartimento asociado a la estimulacién durante el quinto
ensayo de CPPc, y durante la cuarta fase, en la cual la estimulacién es incrementada en un 20%,
indica que no existen diferencias significativas en el Grupo Positivo 1 (F16= 1.5951, p< 0.2535)
ni en el Grupo Positivo 2 (Fie= 0.0035, p< 0.9546). Tampoco aparecen diferencias
significativas en el Grupo Control 1 (F(1,7= 0.9088, p< 0.3722) ni en el Grupo Control 2 (F1,6=
0.1128; p< 0.7484). Lo mismo sucede tras incrementar la estimulacion eléctrica aplicada al

NPBLe en un 40% (resultados no incluidos).

Por su parte, el andlisis histolégico de los cerebros de los animales intervenidos muestra
la localizacion del electrodo en el subnucleo parabraquial lateral externo, tal y como puede

observarse en las microfotografias 8 y 9:

Microfotografia 8. Localizacion del electrodo en un sujeto
perteneciente al Grupo Positivo 1.

Microfotografia 9. Localizacion del electrodo en un sujeto perteneciente al Grupo Positivo 2. Abreviaturas: NPBM:
Nucleo parabraquial medial; NPBLe: Nicleo parabraquial lateral externo; PCS: Pedinculo Cerebeloso Superior.
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EXPERIMENTO 8:
EFICACIA REFORZANTE DE LA ESTIMULACION ELECTRICA
REPETIDA DE LA CORTEZA INSULAR

METODO

En el experimento 8 se utilizaron 40 ratas macho Wistar suministradas por el servicio de
animalario de la Universidad de Granada y cuyos pesos oscilaron entre 270-330 gr. al inicio del
estudio.

A su llegada al laboratorio, los animales fueron distribuidos de forma aleatoria, en dos
grupos independientes, un grupo de 31 animales que habrian de ser implantados crénicamente
con un electrodo intracerebral y otro grupo de 9 animales que permanecerian intactos, esto es,

sin intervencion quirdrgica.

Procedimiento quirdrgico

Similar al descrito en capitulo anteriores, si bien ahora las coordenadas estereotaxicas
utilizadas para implantar cronicamente el electrodo en el cértex insular fueron: AP: -8.16; L:
+5.90; V: +2.40, tomadas del Paxinos y Watson (1990).

Procedimiento conductual

FASE 1: CLASIFICACION DE LOS ANIMALES EN DISTINTOS GRUPOS EN FUNCION DEL
EFECTO DE LA ESTIMUACION LA CORTEZA INSULAR AGRANULAR POSTERIOR.

Al igual que en el experimento anterior, inicialmente se procedid a establecer la
intensidad de la estimulacién eléctrica adecuada para cada animal, y que en este grupo oscilé
entre 70 y 385 pA.

De acuerdo con los estudios previos realizados en nuestro laboratorio, frecuentemente

los pardmetros de estimulacion que se obtienen de estas pruebas suelen resultar excesivamente
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elevados para los animales implantados en la corteza insular (Garcia, 2009), por lo que durante

este estudio se redujo a sélo el 85% de la estimulacién prevista.

CLASIFICACION DE LOS ANIMALES DE ACUERDO CON LOS CRITERIOS ESTABLECIDOS
Y LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS PRUEBAS DE CONDICIONAMIENTO DE
PREFERENCIA

Durante esta fase, todos los animales fueron sometidos a una prueba de
condicionamiento concurrente por un lugar durante dos sesiones de 10 minutos de duracidn
cada una, y realizadas en dias sucesivos. Esta prueba se llevd a cabo en el laberinto 1, que sera
el utilizado en el resto de las fases del experimento. Con los 9 animales intactos se siguio el
mismo protocolo, aunque sin recibir estimulacion eléctrica intracerebral.

Como en casos anteriores, la variable determinante fue el tiempo de permanencia de los
animales en el compartimento del laberinto asociado a la estimulacion eléctrica (criterio de
distribucion de los animales, descrito en el Capitulo 1). De acuerdo con los resultados obtenidos,
el grupo implantado quedé dividido en dos grupos: uno, formado por 16 animales que mostraban
una preferencia consistente por el lugar asociado a la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular
Agranular (Grupo Positivo); y otro grupo, que incluia 12 ratas que mostraban indiferencia por
cualquiera de las areas del laberinto (Grupo Neutro Implantado). A partir de este momento, estos
ultimos animales pasaron a formar el del grupo neutro implantado, y fueron utilizados como
animales controles que no vuelven a recibir estimulacién eléctrica en ninguna de las fases
experimentales posteriores. Los animales que no cumplian estos criterios fueron excluidos del

experimento.

Antes de iniciar la segunda fase experimental, los 16 animales que mostraron
preferencia por el lugar asociado a la estimulaciéon fueron asignados aleatoriamente a dos
grupos, constituidos cada uno por 8 animales (Grupo Positivo 1 y Grupo Positivo 2).

Asimismo, tanto los animales controles intactos como los neutros implantados fueron
asignados de manera aleatoria a dos grupos: el Grupo Control 1, formado por 4 animales
intactos y 6 implantados; y el Grupo Control 2, constituido por 5 animales intactos y 6

implantados.
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FASE 2: ESTABLECIMIENTO DE LA LINEA BASE.

Transcurridas 72 horas, se llevo a cabo un nuevo ensayo mas de condicionamiento de
preferencias por un lugar concurrente de diez minutos de duracién para establecer la linea base,

en el mismo laberinto 1.

FASE 3: ESTIMULACION ELECTRICA REPETIDA DE LA CORTEZA INSULAR

Durante esta fase se utilizé un procedimiento de estimulacion alternante, de manera que
durante 3 sesiones los animales recibian estimulacion mientras permanecieron confinados en la
zona del laberinto asociada a la estimulacion, todo ello alternado con ofras 3 sesiones de

condicionamiento concurrente en el mismo laberinto. Esto es:

e 24 horas después del establecimiento de la linea base, los animales son confinados en
el compartimento del laberinto asociado a la estimulacion durante una sesion de 10
minutos de duraciéon. En este tipo de ensayos, sélo el Grupo Positivo 1 recibe
estimulacion. Los demas grupos también son confinados en el compartimento

correspondiente, aunque sin recibir estimulacion eléctrica intracerebal.

e 24 horas después de la sesién de confinamiento, todos los animales son sometidos a
una sesion de condicionamiento concurrente (CPPc). En este caso, tanto el Grupo
Positivo 1 como el Grupo Positivo 2 reciben estimulacion eléctrica de la Corteza Insular
cuando entran en la zona del laberinto asociada a la estimulacion. Los grupos control no

reciben estimulacion en ningun caso.

o Esta secuencia alternante se repite en 3 ocasiones.
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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.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio (Garcia, 2009) indican que en los
casos en los que la estimulaciéon deja de resultar recompensante, un incremento del 20 por

ciento en la intensidad de la corriente permite lograr recuperar su eficacia recompensante.

Asi, 24 horas después de finalizar la fase 3, los animales fueron sometidos a una prueba
de condicionamiento de preferencias por un lugar concurrente en el mismo laberinto, si bien en
este caso la corriente aplicada a los animales de los Grupos Positivo 1 y Positivo 2 fue la misma
que la utilizada durante las pruebas de establecimiento de la corriente adecuada, lo que supone

un incremento de la corriente del 20% con respecto a las fases 2y 3.

Procedimiento histolégico

También en este caso se realizd un procedimiento histoldgico en todos los animales

implantados similar al descrito en capitulos anteriores.
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RESULTADOS

FASE 1: CLASIFICACION DE LOS ANIMALES EN DISTINTOS GRUPOS EN FUNCION DEL
EFECTO DE LA ESTIMULACION ELECTRICA DE LA CORTEZA INSULAR AGRANULAR
POSTERIOR.

Siguiendo el criterio conductual de distribucién de animales propuesto en el primer
capitulo de esta Tesis y de acuerdo con los resultados obtenidos en la fase 1, se formaron dos
grupos implantados: uno “positivo”, constituido por 16 animales cuyo tiempo medio de
permanencia en la zona del laberinto asociada a la estimulacion fue de 419,53 s. y un grupo
neutral formado por 12 animales cuya estancia media en la zona asociada a estimulacién fue de
239,5 s. Por ultimo, el tiempo de permanencia media en la zona del laberinto asociada a la

estimulacion en el grupo de animales intactos fue de 239 s.

FASES 2 Y 3: COMPARACION ENTRE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA LINEA BASE
Y EN EL ULTIMO ENSAYO DE CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE

Una vez constituidos los cuatro grupos descritos anteriormente, se analizaron los
resultados obtenidos en las sesiones de condicionamiento concurrente de preferencias por un

lugar.
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Figura 34. Representacion grafica del tiempo de permanencia mostrado por los distintos grupos de animales, en la
zona del laberinto asociada a la estimulacién eléctrica de la Cl Agranular, durante el condicionamiento concurrente

de preferencias por un lugar (CPPc).

Para analizar estadisticamente los datos obtenidos durante las 4 sesiones de CPPc

(Fases 2 y 3) en cada uno de los grupos, se utilizé un analisis de varianza univariado intragrupo.

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), (figura 34), de modo que conforme aumenta el

numero de ensayos de adquisicién, disminuye el tiempo de permanencia de los animales en la

zona del laberinto asociada a la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular Agranular. El

posterior analisis de comparaciones planeadas entre el CPPc de linea base y el CPPc 4, revela

una diferencia significativa en el Grupo Positivo 1 (F(1,7=7.63; p< 0.0280) (ver Figura 35).
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Figura 35. Representacion gréafica del tiempo de permanencia (expresado en segundos) mostrado por los animales
pertenecientes al Grupo Positivo 1, en la zona del laberinto asociada a estimulacion eléctrica del CI Agranular. Se
obtienen diferencias significativas entre la sesién de CPPc de linea base y la ultima sesién de CPPc (* p< 0,05).

Los resultados obtenidos en el Grupo Positivo 2 muestran, por su parte, que no se

produce efecto principal del factor dia de CPPc (F(321)= 0.2259, p< 0.87) (ver figura 36).

Resultados similares se han obtenido en los grupos controles, en los que no hay
diferencias significativas entre los ensayos de CPPc en el Grupo Control 1 (F327= 0.0936, p<
0.962) ni en el Grupo Control 2 (F(3 30= 0.4225, p< 0.738).

Grupo Positivo 2
450 -
400 -
350 -~
300 -
250 -
200 T T T
CPPc 1 CPPc 2 CPPc3 CPPc 4

Figura 36. Representacion grafica del tiempo de permanencia (expresado en segundos) mostrado por los animales
pertenecientes al Grupo Positivo 2, en la zona del laberinto asociada a estimulacion eléctrica del Cl Agranular.
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FASE 4: RECUPERACION DEL EFECTO DE PREFERENCIA POR UN LUGAR INDUCIDA
MEDIANTE EL INCREMENTO DE LA INTENSIDAD DE LA ESTIMULACION ELECTRICA DE LA
CORTEZA INSULAR AGRANULAR.

Por otra parte, en la Figura 37 se representan los resultados obtenidos por los distintos

grupos en el cuarto ensayo de CPPc y la prueba de recuperacion (Fase 4).

500 ~ *
450 -
400 -+

|

350 -+ T
300 -+ '|'
250 - i mCPPc 4
200 - Recuperacién
150 -
100 A

50 -+

0 - T T T )

Positivo 1 Positivo2 ~ Control 1 Control 2

Tiempo en zona st. (s)

Figura 37. Representacion grafica del tiempo de permanencia (expresado en segundos) mostrados por los distintos
grupos de animales, en la zona del laberinto asociada a la estimulacion eléctrica del CI Agranular, durante el ensayo
de condicionamiento concurrente de preferencias por un lugar (CPPc 4) y en la prueba de recuperacion. El asterisco
muestra una diferencia significativa con una p< 0.05.

Para analizar estos datos, se realizd un analisis de varianza intragrupo, que revelé
diferencias significativas entre el ensayo CPPc 4 y el ensayo de Recuperacion en el Grupo
Positivo 1 (Fu7= 11.444, p< 0.012). Sin embargo, este analisis muestra una ausencia de
diferencias significativas en el caso del Grupo Positivo 2 (F1,7= 0.09, p< 0.7782). Tampoco se
obtienen diferencias significativas en el Grupo Control 1 (F(19= 0.13, p< 0.7294) ni en el Grupo
Control 2 (F¢1,10= 0.45, p< 0.5176).

En la Microfotografia 10 se puede comprobar la localizacién del electrodo implantado en

la Corteza Insular Agranular Posterior de uno de los animales pertenecientes al Grupo Positivo 2:
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5 mm

Microfotografia 10. Localizacion del electrodo en un sujeto perteneciente al Grupo Positivo 2. Abreviaturas: AlP:

Corteza Insular Agranular Posterior; CPu: Caudado Putamen; VL: Ventriculo lateral.

DISCUSION

Los resultados del Experimento 7 demuestran, una vez mas, que la estimulacion
eléctrica del NPBLe induce preferencias por el lugar con el que esta activacion cerebral es
asociada. En este experimento se comprueba también que dicho efecto reforzante puede verse
disminuido cuando la estimulacién se aplica de manera repetida. En efecto, cuando la
estimulacion eléctrica del NPBLe se administra diariamente (Grupo Positivo 1), el efecto
reforzante se reduce. Este hecho se manifiesta comportamentalmente a través de un descenso
en el tiempo de permanencia de los animales en la zona del laberinto asociada a la estimulacion.
Sin embargo, cuando la estimulacion eléctrica sélo se aplica concurrentemente en dias alternos
(Grupo Positivo 2), el efecto reforzante de la misma se mantiene, y los animales siguen
manifestando una consistente preferencia por el lugar asociado a la estimulacion.

Resultados similares se han obtenido cuando el area estimulada es la Corteza Insular
Agranular Posterior (Experimento 8). También en este caso, la estimulacion eléctrica induce
preferencias por el lugar con el que es asociada. Igualmente, los resultados del Experimento 8

demuestran que este efecto puede verse progresivamente reducido cuando la estimulacion
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eléctrica es aplicada de manera repetida. Asi, la activacién diaria de la Cl Agranular (Grupo
Positivo 1) provoca una reduccion en el tiempo de permanencia de los animales en el
compartimento asociado a la estimulacién, mientras que su activacién en dias alternos no
provoca una reduccion del efecto reforzante (Grupo Positivo 2).

Esta reduccion del efecto de la estimulacion en los Grupos Positivos 1 no parece
deberse a anomalias de la propia estimulacion (esto es, por una modificacion, por ejemplo, en la
posicion del electrodo) o a lesiones en el tejido cerebral, ya que dicha reduccién no se observa
en el Grupo Positivo 2 en ninguno de los dos experimentos. Es mas, el hecho de que en el
Experimento 8 (Corteza Insular), un incremento en la intensidad de la corriente eléctrica
administrada vuelva a inducir preferencia por el lugar asociado a la estimulacion eléctrica de la
Cl, descarta todas estas posibilidades.

La reduccion del efecto reforzante de la estimulacion eléctrica, tanto del NPBLe como de
la Cl, es un hecho singular que contrasta con los resultados obtenidos historicamente tras
administrar periodos prolongados de AEIC. En efecto, una de las caracteristicas mas llamativas
de la AEIC es el elevado indice de respuestas instrumentales que suelen emitir los animales
durante largos periodos de tiempo, sin que se produzca habituacion o una reduccidén en su
capacidad reforzantes (Olds, 1958). A este hecho diferencial, hay que afiadir otro més y es la
imposibilidad de inducir conductas de AEIC mediante la estimulacion eléctrica del NPBLe y de la
Cl (Cubero & Puerto, 2000; Garcia, 2009; Simon et al., 2009), todo lo cual sugiere que el efecto
reforzante obtenido mediante la estimulacion eléctrica de estas areas cerebrales podria ser

diferente del fendmeno de la AEIC.

De hecho, los resultados de los Experimentos 7 y 8 sugieren mas bien que la
estimulacion repetida del NPBLe y de la Cl podria coincidir o ser similar al fendmeno de
tolerancia que habitualmente se observa tras la administracion reiterada de algunas sustancias
de abuso (Ehrman et al., 1992; Duttaroy & Yoburn, 1995; Georges et al., 1999; Eitan et al., 2003;
Gerrits et al., 2003; Koob & LeMoal, 2006; Zhao et al., 2007). En el Experimento 8, por ejemplo,
se observa que, como ocurre en el caso de estas sustancias adictivas, una vez desarrollado este
proceso, un incremento en la intensidad de la activacion (o dosis) permite recuperar el efecto

reforzante inicial.

El estudio de los procesos implicados en la tolerancia caracteristica de las drogas de
abuso es una cuestion clave y muy discutida. La adaptacién homeostatica a la variabilidad es

una caracteristica fundamental de los organismos vy, asi, la tolerancia desarrollada a ciertos
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efectos de las drogas de abuso ha sido considerada como un caso especial de adaptacion
fisiolégica, neuroadaptaciones compensatorias que se producen durante la administracion
repetida y continua de las drogas de abuso (Poulos et al., 1981; Poulos & Cappell, 1991; Koob et
al., 1993; Bernstein & Welch, 1998; Everitt et al., 2001; Shippenberg et al., 2001; Koob & LeMoal,
2006). Por ejemplo, se ha demostrado que la administracion cronica de morfina provoca un
descenso en el numero de receptores opiaceos | tronco-encefalicos, descenso que no ocurre
cuando la administraciéon es aguda (Bernstein & Welch, 1998). Igualmente se ha comprobado
que, en las personas con dependencia a los opiaceos, se produce un descenso en la densidad
de la materia gris del Cortex Prefrontal, Temporal e Insular (Lyoo et al., 2006).

Existe el convencimiento general de que el desarrollo del proceso de tolerancia es
dependiente de multiples factores y, entre ellos, del aprendizaje que haya tenido lugar en las
experiencias particulares de cada individuo. En este sentido, Siegel y asociados han propuesto
que las respuestas compensatorias (opuestas a la accion de las drogas) que subyacen a la
tolerancia opidcea, se adquieren y extinguen segun los principios del condicionamiento clasico
(Siegel, 1999; Siegel, Baptista, Kim, McDonald & Weise-Kelly, 2000; Siegel & Ramos, 2002). De
acuerdo con esta propuesta, tanto la tolerancia como la abstinencia serian moduladas por
indices del entorno asociados al consumo de estas sustancias. En otras palabras, cuando una
droga de abuso se administra en el contexto de unas claves a las que su consumo esta
asociado, su efecto se ve atenuado por las respuestas condicionadas compensatorias que
aparecen antes de que la droga surta su efecto. Por lo tanto, y conforme a este modelo, los
indices contextuales se convierten en estimulos condicionados que permiten al organismo pre-
adaptarse y contrarrestar los efectos de la intoxicacion, tanto los deseados como los no
deseados. Ademas, también se ha puesto de manifiesto la relevancia de claves tanto externas o
contextuales como internas o privadas, que podrian asociarse a la accion de las drogas
dificultando, aun mas, el andlisis del fendmeno de la tolerancia (Siegel et al., 2000).

En este sentido, se comprueba que, en los dos experimentos incluidos en este capitulo,
los animales pertenecientes al Grupo Positivo 1 reciben el doble de ensayos de
condicionamiento (asociacion entre las claves del compartimento del laberinto asociado a la
estimulacién y el efecto recompensante de la misma) que los del Grupo Positivo 2, lo cual
sugiere que en el primer grupo el aprendizaje haya podido ser mas robusto y, como
consecuencia de este condicionamiento, la mera presencia de los indices contextuales del
compartimento correspondiente pondrian en marcha las respuestas compensatorias, que
contrarrestarian el efecto recompensante de la estimulacion eléctrica intracerebral. Siguiendo a

Siegel y asociados, el resultado de este proceso seria justamente una reduccion en el efecto
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recompensante de la estimulacién eléctrica intracerebral en los Grupos Positivos 1, reduccion

que finalmente observamos en estos animales y que define el proceso de tolerancia.

Mas aun, diversas investigaciones llevadas a cabo tanto en animales como en seres
humanos, han demostrado que el desarrollo de la tolerancia estaria intimamente relacionado con
la dosis de la sustancia administrada y con el patron seguido en su administracién (Kreek &
Koob, 1998; Robinson & Kolb, 2004; Koob & LeMoal, 2006). Por ejemplo, en el caso de la
administracion de sustancias de abuso opidceas que sigue un patrén continuo, se favorece el
desarrollo de la tolerancia en manifestaciones tales como la analgesia y el refuerzo, mientras que
la administracién discontinua o intermitente, suele estar relacionada, en mayor medida, con el
desarrollo de sensibilizacion (Kuribara, 1996; Vanderschuren et al., 1997; Kreek & Koob, 1998;
Ventulani, 2001; Eitan et al., 2003; Vigano et al., 2003; Hyman et al., 2006; Koob & LeMoal,
2006).

También en este caso, observamos un cierto paralelismo entre el comportamiento de los
animales en respuesta a las drogas de abuso y en respuesta a la estimulacién eléctrica
intracerebral aplicada en este estudio. Asi, la administracion de la corriente eléctrica siguiendo
un patrén continuo ha provocado que en los animales de los Grupos Positivos 1 se produzca una
reduccion de su efecto recompensante, mientras que un patron intermitente de administracion
(Grupos Positivos 2) no produce ningun efecto resefiable, ya que estos animales siguen

mostrando la habitual preferencia por el lugar del laberinto asociado a la estimulacion eléctrica.

Aunque la mayoria de los estudios sobre tolerancia se han centrado en el contexto de
las sustancias de abuso, existen algunas observaciones que sugieren que este fenémeno puede
no ser exclusivo de la drogadiccion. Asi, se ha detectado una reduccién progresiva en la
respuesta de orientacion inducida tras la estimulacién eléctrica de ciertas areas cerebrales
(cortex y amigdala), sobre todo en relacion con la via auditiva y cuando la activacién se produce
de manera repetida (Ursin, Wester & Ursin, 1967; Robertson, 1979; 1981). Asimismo, algunos
estudios clinicos muestran resultados similares (pérdida progresiva de eficacia) en pacientes
sometidos durante largos periodos de tiempo a estimulacion eléctrica intracerebral para tratar
distintos problemas relacionados con la salud (Kumar et al., 1990; Coffey, 2001; Bittar et al.,
2005).
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CAPITULO V:

CONSISTENCIA REFORZANTE DE LAS DISTINTAS
MODALIDADES DE ADMINISTRACION DE ESTIMULACION
ELECTRICA EN EL SUBNUCLEO PARABRAQUIAL
LATERAL EXTERNO

La estimulacion eléctrica del NPBLe puede inducir preferencias por el lugar con la que es
asociada (Experimentos 4, 5, 6 y 7 de esta Tesis Doctoral). Sin embargo, en el capitulo anterior
se observa que dicho efecto reforzante puede verse disminuido en el caso de que el
procedimiento de administracion de la estimulacion se lleve a cabo de manera repetida. Asi,
cuando la estimulacion eléctrica del NPBLe se administra diariamente, su efecto reforzante se
reduce, lo que se pone de manifiesto por un descenso en el tiempo de permanencia de los
animales en la zona del laberinto asociada a la estimulaciéon. Por el contrario, cuando la
estimulacion eléctrica se aplica segin el modelo concurrente y en dias alternos, el efecto
reforzante se mantiene y los animales siguen manifestando una consistente preferencia por el
lugar asociado a la estimulacion.

Hay que destacar, sin embargo, que en el grupo positivo 1 de los experimento 7 y 8 de
esta Tesis Doctoral, la estimulacion eléctrica es administrada a los animales de manera
independiente a su comportamiento y con los roedores confinados en una zona del laberinto. Por
su parte, en los restantes dias alternos, con ensayos de condicionamiento por un lugar de tipo
concurrente, los grupos positivo 1 y positivo 2 reciben la estimulacién eléctrica en funcién de su
estancia voluntaria en el compartimento del laberinto asociado a la estimulacién. Es decir, que
mientras los grupos positivo 2 solamente reciben estimulacién eléctrica dependiendo de su
conducta; los grupos positivo 1 reciben, en dias alternos, la estimulacion eléctrica intracerebral
correspondiente a las dos modalidades de ensayos, concurrentes y secuenciales. En resumen,
en estos grupos de animales la aplicaciéon o no de la estimulacion no siempre depende de su

comportamiento.
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En este sentido, existen en la bibliografia diversos ejemplos sobre el efecto diferencial
que pueden ejercer los distintos tratamientos o estimulos, segun la modalidad en la que son
administrados. Asi, en el estudio de las consecuencias del estrés sobre el organismo se puede
concluir, por ejemplo, que el estrés impredecible e incontrolable tiene efectos mas graves sobre
la salud y el sistema inmune que cuando puede ser predicho y/o controlado (Berger et al., 1980;
Drugan et al., 1997; Dave et al., 2000; Holmer et al., 2003).

Igualmente, se ha comprobado que la estimulacidn eléctrica intracerebral muestra
efectos neuroadaptativos diferenciales dependiendo de si es autoadministrada por el propio
animal o si es administrada por el experimentador (Garris et al., 1999; Kilpatrick et al., 2000). Los
resultados de estos estudios revelan una liberacion de dopamina diferencial en funcién del tipo
de administracion (Garris et al., 1999; Kilpatrick et al., 2000). Asi, cuando la estimulacion es
autoadministrada so6lo se observa liberacidon de dopamina en la via mesolimbica en el primer
ensayo para, a continuacion, disminuir progresivamente en los siguientes ensayos. Esto es, la
activacion de las neuronas dopaminérgicas mesolimbicas parece ser una condicion necesaria
inicial para adquirir la conducta de AEIC, aunque su liberacién disminuye progresivamente
durante el desarrollo del aprendizaje (Garris et al., 1999; Kilpatrick et al., 2000). Sin embargo,
cuales pueden ser las consecuencias comportamentales diferenciales producidas por estas

modalidades de administracién esta por determinar.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, y de acuerdo con los resultados obtenidos en el
capitulo previo, se podria plantear si la disminucion del efecto reforzante tras la estimulacion
eléctrica intracerebral repetida puede ser debida a factores tales como la cantidad de
estimulacion administrada, o alternativamente al hecho de que los animales de los grupos
positivo 1 de ambos experimentos han recibido la estimulacién de manera independiente a su

propia conducta.

Asi pues, y en este contexto, el objetivo de este Ultimo experimento ha sido disociar
entre las posibles causas de la reduccion en el refuerzo demostrado en el capitulo anterior y, al
mismo tiempo, investigar los efectos de la modalidad de administracién sobre las propiedades

reforzantes de la estimulacion eléctrica intracerebral aplicada al NPBLe.
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EXPERIMENTO 9:
CONSISTENCIA REFORZANTE DE LAS DISTINTAS
MODALIDADES DE ADMINISTRACION DE ESTIMULACION ELECTRICA
EN EL SUBNUCLEO PARABRAQUIAL LATERAL EXTERNO

METODO
Para realizar el presente experimento se utilizaron 29 macho Wistar suministradas por el

servicio de animalario de la Universidad de Granada, y cuyo peso oscilaba entre 310 y 410 gr. al

inicio del estudio.

Procedimiento quirdrgico

El procedimiento quirtrgico que se llevd a cabo fue similar al descrito en capitulos
anteriores. Asimismo, también se utilizaron las mismas coordenadas estereotaxicas del NPBLe
que en experimentos anteriores, AP: -0.16; L: +2.50; V: +3.00 (Paxinos & Watson, 1990).

Procedimiento conductual

FASE 1: CLASIFICACION DE LOS ANIMALES EN DISTINTOS GRUPOS SEGUN LOS
EFECTOS DE LA ESTIMULACION ELECTRICA.

A) PARAMETROS DE ESTIMULACION

Al igual que en los experimentos anteriores, esta fase se inicia con el establecimiento de
los parametros de la estimulacién eléctrica adecuados para cada animal, de manera que su
administracion en ningun caso pudiera generar vocalizaciones o movimientos involuntarios

(Tehovnik, 1996). Asi, la corriente eléctrica establecida finalmente estuvo comprendida entre 70
y 320 pA.
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B) CLASIFICACION DE LOS ANIMALES A TRAVES DE UNA PRUEBA DE
CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE PREFERENCIAS POR UN LUGAR.

Los animales intervenidos quirdrgicamente fueron examinados a través de dos ensayos
(de diez minutos de duracion) de condicionamiento concurrente de preferencias por un lugar.
Esta prueba fue realizada en el Laberinto 1, que va a ser el laberinto utilizado en el resto de
fases experimentales.

De acuerdo con el tiempo de permanencia de los animales en la zona del laberinto
asociada a la estimulacién eléctrica y aplicando los criterios de distribucién de los animales
descritos en el primer capitulo de esta Tesis Doctoral (tablas 1 y 2, pagina 98), 14 animales
fueron asignados al Grupo Positivo, por mostrar una consistente preferencia por el lugar
asociado a la estimulacién eléctrica del NPBLe. Igualmente se incluyé un grupo control,
constituido por 15 animales que no habian sido intervenidos quirtrgicamente y que, por lo tanto,
no recibieron estimulacion eléctrica intracerebral en ningin momento (Grupo Intacto).

A su vez, el grupo positivo fue dividido aleatoriamente en dos subgrupos, emparejando
los animales de dos en dos. Las parejas de animales de los dos grupos estimulados se hicieron
siguiendo el procedimiento de Grupos Pareados (Yoked Groups). Es decir, se ordenaron los
animales por “positividad” (esto es, por el tiempo de permanencia en el compartimento asociado
a la estimulacién eléctrica durante el segundo ensayo de la prueba previa de clasificacién), y se
fueron agrupando dos a dos, siguiendo este orden. Posteriormente, cada miembro de la pareja
se asignd a un grupo u otro aleatoriamente. De esta manera, los animales quedan distribuidos en
dos grupos, de 7 animales cada uno, a los que llamaremos “Grupo Positivo Contingente” y
“Grupo Positivo No-contingente”.

Asimismo, los animales del grupo intacto fueron distribuidos aleatoriamente en dos
grupos: el Grupo Control Contingente, que quedé constituido por 8 animales y el Grupo Control

No-contingente, formado por 7 animales.

FASE 2: ESTABLECIMIENTO DE LA LINEA BASE.

Transcurridas 2 semanas desde la fase anterior, todos los animales fueron sometidos a
un ensayo mas de condicionamiento de preferencia por un lugar de tipo concurrente, de quince

minutos de duracion, para establecer la linea base.
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FASE 3: ESTIMULACION ELECTRICA CONTINGENTE / NO-CONTINGENTE DEL NPBLe

Durante las tres sesiones de esta fase, los grupos recibian el siguiente tratamiento diferencial:

¢ Grupo Positivo Contingente: los animales pertenecientes a este grupo fueron sometidos
a tres ensayos de condicionamiento concurrente de preferencia por un lugar de 15
minutos cada uno, en dias consecutivos, idénticos al aplicado durante el establecimiento
de la linea base: la administracion de la corriente eléctrica es siempre contingente a la
estancia voluntaria del animal en el compartimento del laberinto asociado a la

estimulacion.

e Grupo Control Contingente: se le aplica el mismo procedimiento anterior, excepto en lo

referente a la estimulacién eléctrica, que estos animales no reciben en ninguin caso.

e Grupo Positivo No-contingente: los animales integrantes de este grupo fueron
sometidos, en dias sucesivos, a tres ensayos de estimulacion eléctrica confinados en la
zona del laberinto asociada a la estimulacién, de manera que la duracién de la
estimulacion en estos ensayos estuvo siempre determinada por los resultados obtenidos
(tiempo de activacion) por su homoélogo del Grupo Positivo Contingente. A modo de
ejemplo, si el sujeto 1 del Grupo Positivo Contingente permanecia en el compartimento
asociado a la estimulacién durante 8 minutos y 32 segundos, la duracion del ensayo de
condicionamiento de preferencia por un lugar secuencial para el animal 1 del Grupo
Positivo No-contingente fue de 8 minutos y 32 segundos.

Esto es, la administracion de la estimulacién eléctrica de este grupo se realizaba de
manera no contingente al comportamiento del animal, puesto que se recibe, como se
indica mas arriba, mientras el animal se encuentra confinado en el area del laberinto

asociada a la estimulacion.
¢ Grupo Control No-contingente: sus integrantes reciben idéntico tratamiento al del Grupo

Positivo  No-contingente, exceptuando naturalmente la estimulacion eléctrica

intracerebral.
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FASE 4: TEST DE CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE PREFERENCIA POR UN
LUGAR.

Todos los grupos son sometidos a una prueba de condicionamiento concurrente por un
lugar de 15 minutos de duracion, que permitiera comparar los datos obtenidos con los del ensayo

de linea base.

FASE 5: ENSAYOS POST-TEST DE CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE
PREFERENCIA POR UN LUGAR.

Transcurridas 24 horas desde la prueba anterior, se realizan tres ensayos de
condicionamiento concurrente de preferencias por un lugar, de quince minutos de duracion, en
dias consecutivos. El objetivo pretendido con esta ultima fase experimental ha sido el de
examinar la consistencia de los resultados obtenidos en el test de aprendizaje a través de los
distintos grupos, asi como durante los cuartos ensayos de condicionamiento concurrente por un
lugar de ambos Grupos Positivos y, por lo tanto, con similar experiencia en las pruebas

especificas de aprendizaje concurrente (Figura 39).

Procedimiento histolégico

Tras finalizar las pruebas conductuales, todos los animales intervenidos recibieron una
sobredosis de pentotal sodico (Thiopental Sédico, Laboratorios Abbot S.A., Madrid) y se efectuo
una pequefa lesién 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 laminas coronales de 60 micras con un microtomo por congelacion. La
posicion de los electrodos fue verificada utilizando una tincion con Violeta de Cresilo, y

posteriormente fotografiada (Microfotografia 11).
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RESULTADOS

FASE 1: CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE PREFERENCIA POR UN LUGAR

Siguiendo el criterio conductual de distribucion de animales propuesto en el primer
capitulo, inicialmente se formé un grupo implantado “positivo” constituido por 14 animales cuyo
tiempo medio de permanencia en la zona del laberinto asociada a la estimulacién en el segundo
ensayo de esta fase fue de 484,14 segundos, y cuyos miembros fueron divididos posteriormente
en dos grupos de 7 animales siguiendo el procedimiento de grupos pareados. El grupo de
animales intactos permanecio de media 279,47 segundos en la zona del laberinto asociada a la

estimulacion.

FASES 2y 4: COMPARACION DEL ENSAYO DE LINEA BASE Y DEL TEST DE PRUEBA

Un ANOVA entre grupos con los datos obtenidos en las fases 2 y 4 (establecimiento de la
linea base y test), revela un efecto principal significativo del tratamiento (F(135 =9.1846, p<
0.0161) y del grupo (F1,35=9.1846, p<0.0056), pero no el efecto de la interaccidn (F 1,35 =2.0950,
p< 0.1263).

Los resultados de las comparaciones planeadas especifican que no se existen diferencias
significativas en el Grupo Positivo Contingente (F (1,35 =0.225465, p< 0.639029) ni en su Grupo
Control (F(1,35 =3.980314, p< 0.057044). Sin embargo, los resultados muestran que existen
diferencias significativas en el Grupo Positivo No-contingente (F (1,35 =8.949625, p<0.006161),
pero no en su Grupo Control (F(1,35=2.505162, p< 0.126044).
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Experimento 9
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Figura 38. Representacion grafica de los resultados obtenidos en el Experimento 9. La ordenada representa el
promedio de tiempo en segundos que ha permanecido cada grupo en el compartimento del laberinto asociado a
estimulacion en la fase de linea base y en la fase de test.

FASE 5: ENSAYOS POST-TEST DE CONDICIONAMIENTO CONCURRENTE DE
PREFERENCIA POR UN LUGAR

Finalmente, se realizd un ANOVA para comparar los datos del ensayo test (4° CPPc) del
grupo positivo contingente y los datos del cuarto ensayo de condicionamiento concurrente post-
test del grupo positivo no-contingente (4° CPPc). El resultado demuestra diferencias
significativas entre estos dos grupos positivos (F1,12=25.36, p< 0.0003), lo que sugiere que las
diferencias obtenidas no dependen del hecho de que el grupo positivo no-contingente tenga
menos experiencia en tareas con el laberinto completo. Las diferencias significativas se
mantienen cuando se igualan el nimero de ensayos concurrente recibidos por ambos grupos
(Figura 39).
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Figura 39. Representacién grafica las preferencias mostradas por los Grupos Positivos Contingente y No-
contingente durante sus respectivos cuartos ensayos de CPPc. En el Grupo Positivo Contingente, el 4° ensayo tuvo
lugar durante el test, mientras que en el Grupo Positivo No-contingente ocurrié después del test.

Es mas, un nuevo ANOVA entre todos los grupos durante los ensayos contingentes
post-prueba revela un efecto principal significativo del grupo (F3,25=7,66; p< 0,0009), pero no del
n° de ensayos post-prueba (Fpes50=1,51; p< 0,2309), ni tampoco una interaccién significativa
(Fe,50=0,19; p< 0,9789). En esta ultima fase, se obtienen diferencias significativas entre el grupo
Positivo Contingente y su Control Contingente (F1,25=9,98; p< 0,004106), pero no entre el grupo
Positivo No-contingente y su Control No-contingente (F1,25=0,46; p< 0,503324). Finalmente,
también se han obtenido diferencias significativas entre los grupos Positivos Contingente y No-
contingente (F(1,25=19,65; p< 0,000162).
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Figura 40. Representacion grafica de resultados obtenidos durante los ensayos contingentes realizados después
del test (Fase 5).

Por ofra parte, a continuaciéon se muestra una microfotografia obtenida como resultado

del procedimiento histologico:

NPBLe NPBM

5 mm

Microfotografia 11. Localizacidn del electrodo en un sujeto perteneciente al Grupo Positivo No-Contingente.
Abreviaturas; NPBM: Nucleo parabraquial medial; NPBLe: Nucleo parabraquial lateral externo; PCS: Pedunculo

Cerebeloso Superior.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio sugieren que la modalidad de administracién del estimulo
reforzante, contingente o no contingente a la conducta del animal, puede ser una variable
determinante en el mantenimiento o no del efecto recompensante de la estimulacién eléctrica del
NPBLe tras su administracion repetida, y que se manifiesta en un descenso del tiempo que los
animales permanecen en la zona del laberinto asociada a la estimulacién cuando ésta se
administra de manera no contingente a su conducta. Sin embargo, cuando la administracion de
la estimulacion eléctrica se realiza de manera contingente a la conducta, su capacidad reforzante
no se ve comprometida, lo que se manifiesta en la preferencia por la zona del laberinto asociada
a la estimulacion en el caso de estos animales.

Este factor (contingente/no contingente) puede constituir la principal diferencia entre la
modalidad de estimulaciéon eléctrica intracerebral utilizada en esta Tesis Doctoral y la
autoestimulacion cerebral que, por ejemplo, se obtiene en el Hipotalamo Lateral, y en la que el
animal debe realizar una conducta instrumental para conseguir la corriente eléctrica apetitiva. No
se conocen datos en la bibliografia cientifica, a pesar del tiempo transcurrido desde su
descubrimiento en 1954, que demuestren casos de habituacién o tolerancia hacia los efectos
recompensantes o reforzantes de la conducta inducidos a través de autoestimulacion eléctrica
intracerebral. Podria ser relevante el hecho de que la autoestimulacion eléctrica intracerebral
tipica es una forma activa de recibir la estimulacion y, por ello, los animales autoestimuladores
no desarrollen tolerancia a sus efectos reforzantes.

Concretamente, y a diferencia de este hecho, la estimulacion eléctrica del NPBLe y la
Corteza Insular Agranular Posterior, que se ha utilizado en esta Tesis Doctoral, no consigue
sustentar las conductas de autoestimulacién cerebral tipicas en los animales positivos (criterios
de las tablas 1y 2) (Simén, 2003; Garcia, 2009).

Una vez mas, uno de los campos en los que se han investigado los efectos diferenciales
de esta variable (modalidad de administracién contingente y no contingente) es en el ambito de
las drogas de abuso (Smith, Co, Freeman & Lane, 1982; Hemby, Co, Koves, Smith & Dworkin,
1997; Lecca, Cacciapaglia, Valentin, Acquas & Di Chiara, 2007a; 2007b).

Asi, por ejemplo, se ha comprobado que la liberacion de dopamina tras la administracion
de heroina o cocaina varia en funcion de su caracter contingente, o no, a la accién del animal
(Carelli, King, Hampson & Deadwyler, 1993; Hemby et al., 1997; Lecca et al., 2007b). La

liberacion dopaminérgica, en la primera sesion en la que los animales son expuestos a la droga,
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es mayor cuando la administracion es contingente, particularmente en la capsula del nucleo
accumbens, y se mantiene incrementada a lo largo del desarrollo de las sesiones (Carelli et al.,
1993; Hemby et al,. 1997; Lecca et al., 2007a; 2007b). Por el contrario, en el grupo no
contingente, conforme las sesiones van repitiéndose, se produce un descenso progresivo en la
dopamina liberada en la capsula, a la vez que aumenta su liberacién en la parte central del
nucleo accumbens. En este sentido, en el grupo que recibia la droga de manera contingente a su
conducta, se observd que se mantiene una liberacion de dopamina incrementada en la capsula
en comparacion con la observada en la parte central del nucleo accumbens a lo largo del
desarrollo de las sesiones (Lecca et al., 2007a; 2007b). Lecca et al., (2007a; b) sefialan también
que los animales del grupo no contingente muestran un progresivo aumento de conductas
estereotipadas, de manera que tras cuatro semanas de tratamiento, estos comportamientos
predominan progresivamente sobre la conducta no estereoctipada. Este hecho no se produce en
el grupo de animales autoadministradores (contingente), en los que la conducta no estereotipada
permanecio a lo largo de las diferentes sesiones de exposicién a la droga.

En esta linea, algunos autores han descrito respuestas genémicas especificas en la
capsula del nucleo accumbens dependiendo del modo de administracion de la heroina y la
cocaina (Jacobs et al., 2002; 2003). Especificamente, la administracién contingente de heroina
produjo una regulacion a la baja de los factores de transcripcion de los genes en esta region,
mientras que la exposicion no contingente resulté inefectiva en este sentido (Jacobs et al., 2002).

Otras investigaciones sobre el efecto diferencial de la administracion contingente o no
contingente de morfina (Smith, Co, Freeman & Lane, 1982) revelan importantes diferencias
estructurales y funcionales que afectan a regiones neuroanatémicas, sobre todo limbicas, asi
como a diferentes sistemas neurotransmisores (norepinefrina, serotonina, GABA, glutamato, y
por supuesto, dopamina). Concretamente, la administracion no contingente de morfina produjo
cambios dopaminérgicos en el caudado-putamen y el globo pélido principalmente, mientras que
la administracion contingente de la mencionada droga produjo sus mayores cambios (a nivel
neuroquimico) en una mayoria de estructuras limbicas.

Por otra parte, resulta interesante destacar que el modo de administracion de las drogas
de abuso puede interactuar también con la autoestimulacién eléctrica intracerebral. Asi, Moolten
y Kornetsky (1990) han demostrado que la administracién de etanol provoca una reduccion de
los umbrales de AEIC s6lo en el caso de que se realice de manera contingente a la conducta del
animal. Es decir, si el animal controla la administracién de etanol, su consumo provoca una

reduccion de los umbrales de AEIC, mientras que en el caso de que el animal reciba el etanol de
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manera no contingente a su comportamiento, su consumo no produce ningun efecto sobre los

umbrales autoestimulatorios.

Por otra parte, se ha propuesto que el proceso de tolerancia podria ser modulado por
indices del entorno asociados al consumo de las sustancias de abuso (Siegel, 1999; Siegel et al.,
2000; Siegel & Ramos, 2002). Asi, los resultados descritos en el capitulo anterior podrian ser
explicados inicialmente a partir del hecho de los animales pertenecientes al Grupo Positivo 1
habrian recibido el doble de ensayos de condicionamiento que los del Grupo Positivo 2, un
proceso de aprendizaje mas robusto y, como consecuencia de ello, la mera presencia de los
indices contextuales del compartimento habrian puesto en marcha respuestas compensatorias,
que contrarrestarian el efecto recompensante de la estimulacion eléctrica intracerebral. Sin
embargo, los resultados de este capitulo no apoyarian esta explicacion, pues ahora los ensayos
de condicionamiento estan igualados en ambos grupos positivos y, aln asi, se observa una clara
reduccion del efecto recompensante de la estimulacién eléctrica del NPBLe en el Grupo Positivo
No-contingente.

Finalmente, se ha examinado la implicacion de las otras interpretaciones alternativas
ofrecidas para explicar la reduccién del efecto reforzante de la estimulacion eléctrica del NPBLe
y en particular las referidas al uso de diferentes intervalos de tiempo inter-dosis. Asi, en el caso
de la administracion de sustancias de abuso opiaceas que siguen un patron continuo, se
favorece el desarrollo de la tolerancia en manifestaciones tales como la analgesia y el refuerzo,
mientras que la administracién discontinua o intermitente, suele estar relacionada, en mayor
medida, con el desarrollo de sensibilizacion (Kreek & Koob, 1998; Vigano et al., 2003; Hyman et
al., 2006; Koob & LeMoal, 2006). En los Experimentos 7 y 8, la administracion de la corriente
eléctrica siguiendo un patron continuo ha provocado que en los animales de los Grupos Positivos
1 se produzca una reduccion de su efecto recompensante, mientras que un patron intermitente
de administracion (Grupos Positivos 2) no produce ningun efecto resefiable, ya que estos
animales siguen mostrando la habitual preferencia por el lugar del laberinto asociado a la
estimulacion eléctrica. Sin embargo, los resultados de este capitulo descartan esta explicacion,
ya que en los Grupos Contingente y No contingente se aplica el mismo programa de
estimulacion, con los mismos intervalos inter sesiones y, aln asi, la respuesta comportamental
de los animales resulta muy diferente.

De acuerdo con los resultados de este ultimo estudio, se podria concluir que entre las
potenciales variables implicadas en la reduccion (habituacion, tolerancia) del efecto

recompensante de la estimulacidn eléctrica, tras su uso repetido, no se deben incluir el nimero
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de ensayos recibidos, el volumen de estimulacion eléctrica intracerebral aplicada o los intervalos
inter-sesiones del programa de estimulacién, sino que mas probablemente la variable
determinante podria ser el control que el animal ejerce sobre la estimulacién, si la aplicacion o no

de corriente eléctrica depende de su propio comportamiento, si es contingente o no contingente.
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DISCUSION GENERAL

Los estudios psicobiolégicos que sustentan esta Tesis Doctoral estan relacionados con
el efecto de caracter aversivo (Experimentos 1, 2, 3 y 5) o apetitivo (Experimentos 4, 5, 6, 7, y 9)
que puede evocar la estimulacion eléctrica del NPBLe. Este efecto aversivo o apetitivo se pone
de manifiesto cuando se asocian las consecuencias motivacionales de la estimulacion eléctrica
intracerebral con claves del entorno, algo que, por otra parte, suele ser consistente para cada
animal. Asi, Simon vy colaboradores (2008) han comprobado que esta consistencia
comportamental se mantiene incluso a través de tareas experimentales completamente
diferentes. Este comportamiento, de aversion o preferencia, evocado por la estimulacion eléctrica
del NPBLe, podria ser dependiente de la localizacion precisa del electrodo, que afectaria en
unos casos a las células implicadas en el procesamiento apetitivo y en otros, a sustratos de
indole aversiva y que estarian situados muy proximos en este nucleo cerebral. La estimulacion
eléctrica modificaria asi el valor del entorno asociado, de manera que indices contextuales que
inicialmente mostraban un valor neutro, adquieren ahora propiedades motivacionales que
podrian ser apetitivas o aversivas. Mas aln, existe la posibilidad teodrica de que en ciertas
ocasiones el electrodo implantado pueda provocar la activacion simultanea de células positivas y
negativas, lo cual explicaria la habitual conducta observada en los animales estimulados que han
sido denominados “neutros”. Esta interpretacion seria compatible con los datos previamente
obtenidos en el area parabraquial por otros autores (Simon et al., 2008). De hecho, esta region
parece disponer de células sensibles a distintas propiedades motivacionales de los estimulos
gustativos (Swank & Bernstein, 1994; Yamamoto et al., 1994a; Sakai & Yamamoto, 1997; Wang
et al., 1999b; Yamamoto & Sawa, 2000a; Hajnal & Norgren, 2004; Andre et al., 2007; Geran &
Travers, 2009; Hajnal et al., 2009), con interacciones mutuamente inhibitorias entre las células
asociadas al valor heddnico positivo y negativo (Smith, Liu & Vogt, 1994; Karimnamazi, Travers
& Travers, 2002; Seward, 2004).
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Figura 41. Representacion grafica de la propuesta explicativa de los resultados observados en los experimentos de
esta Tesis Doctoral. La elipse mayor representaria al nlcleo parabraquial lateral externo, dentro de la cual los signos
+y — representarian células implicadas en el procesamiento motivacional apetitivo o aversivo, respectivamente. La
ubicacion del electrodo A indicaria que en este caso se estarian activando células recompensantes propias de los
animales “positivos”; el electrodo C, por su parte, activaria solo células negativas; y finalmente, el electrodo B seria
caracteristico de los animales neutros, en los que se produce la estimulacién simultanea tanto de las células
positivas como de las negativas.

Existen datos en la bibliografia neurobiologica actual que apoyan este fenomeno de
activacion contrapuesta dentro de una misma estructura neuroanatomica (que aparentemente
incluye varios sistemas funcionales), y ejemplos de ello serian el ATV, la capsula (shell) del
nucleo accumbens y la corteza prefrontal medial, las cuales pueden actuar como sustratos de
procesos motivacionales tanto apetitivos como aversivos (Salamone, 1994; Small et al., 2001;
Reynolds & Berridge, 2002; Ventura, Morrone & Puglisi-Allegra, 2007; Brischoux et al., 2009).
Algo semejante se ha observado con respecto a los efectos de ciertas sustancias neuroquimicas
administradas a animales que posteriormente han sido examinados comportamentalmente. Este
es el caso de algunos agonistas opiaceos, cuyos efectos recompensantes o aversivos dependen
de la dosis utilizada, de la situacion experimental, o de la localizacién anatémica del sistema
neuroquimico implicado (D"Anci, 1999; Kanarek et al., 1997; 2000). Este fenédmeno incluye
también a drogas de abuso, como la morfina o la cocaina, las cuales se han mostrado como
estimulos eficaces tanto en paradigmas de autoadministracion como de Aprendizaje Aversivo
Gustativo (Goudie, 1979; Hunt & Amit, 1987; Lancellotti et al., 2001; Grabus et al., 2004), al
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tiempo que provocan inmunoreactividad C-Fos en el complejo parabraquial lateral (Grabus et al.,
2004).

De todos modos, el hecho de que una misma sustancia pueda actuar como reforzador
positivo 0 negativo en los mismos animales puede resultar todavia paradojico (Goudie, 1979;
Hunt & Amit, 1987). En este sentido, la implicacién de un mismo sistema neurotransmisor (véase
el caso de la Dopamina, en la Introduccién) en procesos motivacionales opuestos y
comportamentalmente diferentes, pone de manifiesto la complejidad del procesamiento de las
sustancias de abuso. En efecto, resulta llamativa la autoadministracion (en roedores) de
antagonistas dopaminérgicos, como el haloperidol y la sulpirida (Glick & Cox, 1975; Parada, Puig
de Parada & Hoebel, 1995), unas sustancias que bloquean los efectos reforzantes de diversos
agentes recompensantes (Fletcher & Higgins, 1997; Ivanovd & Greenshaw, 1997; Yu et al.,
2000; Di Ciano et al., 2003), al tiempo que pueden incrementar los niveles de dopamina

extracelular en el nlcleo accumbens (Parada et al., 1995).

En esta linea, diversos autores han detectado inmunoreactividad C-Fos en el nucleo
parabraquial lateral externo tras la administracion intragastrica de nutrientes y sustancias
quimicas que generan tanto preferencias, por ejemplo la sacarosa o la cocaina (Wang et al.,
1999b; Yamamoto & Sawa, 2000a) como aversiones condicionadas, caso de la quinina, el LiCl,
la lactosa y el etanol (Swank & Bernstein, 1994; Sakai & Yamamoto, 1997; Yamamoto & Sawa,
2000b; Andre et al., 2007).

Igualmente, ahora en seres humanos, se ha demostrado la existencia de la gran
proximidad anatdémica en los mecanismos responsables del procesamiento motivacional aversivo
y apetitivo (Rolls, 2000; O'Doherty et al., 2001; Small et al., 2001). Concretamente, se ha
constatado, por ejemplo, la implicacion de la corteza insular en tareas experimentales de
caracter tanto apetitivo como aversivo (Cechetto & Saper, 1987; Yamamoto et al., 1989; Phillips
etal., 1997; Cubero et al., 1999; Cubero & Puerto, 2000; Small et al., 2001).

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkk
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Los resultados obtenidos en el primer Experimento de esta Tesis Doctoral demuestran
que la estimulacion eléctrica del NPBLe induce conductas aversivas hacia el lugar del laberinto
con el que habia sido asociada. Este efecto aversivo, mostrado a través de un procedimiento de
aprendizaje con estimulacién eléctrica concurrente, puede ser blogqueado mediante la

administracion de naloxona, un antagonista opiaceo (ver Introduccion, p. 41).

Inicialmente, resulta contraintuitivo el bloqueo del efecto aversivo de la estimulacion
eléctrica mediante la administracion de un farmaco como la naloxona, con efectos aversivos. Es
un hecho bien establecido que mientras los opiaceos, como la morfina o la heroina, inducen
preferencias relacionadas con un contexto estimular determinado (MacKey et al., 1985; MacKey
et al., 1986; Dymshitz & Lieblich, 1987; Leone & Di Chiara, 1987; Suzuki & Misawa, 1995;
Olmstead & Franklin, 1996; Contarino et al., 1997; Piepponen et al., 1997; Xu et al., 2001;
Rezayof et al., 2002; 2003; Milekic et al., 2006), la administracion de naloxona induce aversiones
condicionadas (Mucha, Millan & Herz, 1985; Dymshitz & Lieblich, 1987; Santi & Parker, 2001).
Sin embargo, se ha comprobado que la administracion subcutanea de dosis muy bajas de
antagonistas opiaceos, como la naloxona (10 ng/Kg) o la naltrexona (5 ng/kg), puede suprimir
tanto los efectos reforzantes de los agonistas opiaceos como los efectos aversivos de la
abstinencia opiacea (Olmstead & Burns, 2005; Powell et al., 2002; Wang et al., 2005). El
mecanismo neuroquimico concreto de este bloqueo de los efectos opiaceos reforzantes y
aversivos mediante antagonistas opidceos no ha sido establecido por el momento. Una
supresion de las neuroadaptaciones celulares que subyacen a la tolerancia y la dependencia
opiacea no puede descartarse y, asi, se ha demostrado que la administracion de pequefas dosis
de naloxona atentan las modificaciones moleculares que se producen como consecuencia de la
administracion crénica de opiaceos, por ejemplo, la alteracion en la proteina G del receptor
opiaceo p (Wang et al., 2005). Por otra parte, se ha demostrado que la exposicion a agonistas
opiaceos no solo provoca la desensibilizacion de los receptores opiaceos, sino que ademas
incrementa la actividad basal de esos receptores y/o favorece que los antagonistas opiaceos
actlien como agonistas inversos, especialmente la naloxona (Wang, Sun & Sadee, 2007). Esta
implicacién del sistema opiaceo enddgeno en procesos de abstinencia no parece ser exclusiva
de los opiaceos, ya que también se han descrito alteraciones de los receptores opioides mu y

delta en la abstinencia a la cocaina (Zubieta et al., 1996; Ambrose-Lanci et al., 2008).

En este contexto, la administracion de naltrexona combinada con morfina durante un
periodo de siete dias a animales no tolerantes consiguié inhibir el descenso en la antinocicepcion

opiacea y, asi, prevenir la pérdida de la potencia analgésica de la morfina (Shen & Crain, 1997;
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Powell et al., 2002; McNaull, Trang, Sutak & Jhamandas, 2007). Igualmente, al administrar
naltrexona a animales que ya habian desarrollado tolerancia a los efectos antinociceptivos de la
morfina, se observo un restablecimiento significativo de la potencia analgésica de esta sustancia
(Shen & Crain, 1997; Powell et al., 2002; McNaull, et al., 2007). En resumen, dosis bajas de
naltrexona aumentan paradéjicamente la analgesia morfinica e inhiben o revierten la tolerancia,
un fendomeno que podria estar mediado por receptores opiaceos kappa, ya que este efecto
puede ser reproducido utilizando antagonistas opiaceos kappa, como la pentazocina o la nor-
binaltorfimina (Crain & Shen, 2007; Chiba et al., 2009). Estos receptores opiaceos, junto a los y,
estan presentes en el complejo parabraquial (Quirion et al., 1983; Lynch et al., 1985; Mansour et
al., 1994; 1995; Wolinsky et al., 1994; 1996; Ding et al., 1996; Chamberlin et al., 1999), y han
sido relacionados con los procesos aversivos (Shippenberg, Millan, Mucha & Herz, 1988b; Land
et al., 2008), incluso con la abstinencia de drogas de abuso como la cocaina, los opiaceos o el
etanol (Koob, 2008).

En este sentido, los resultados preliminares obtenidos utilizando muestras de sujetos
humanos en proceso de desintoxicacion han resultado alentadores. La adicion de naltrexona a
los tratamientos de deshabituacidén clasicos, genera una reduccidon de los sintomas de
abstinencia y del ansia (craving) por consumir drogas de abuso (Rabinowitz, Cohen & Atias,
2002; Mannelli et al., 2009a; 2009b).

De manera similar, en este primer experimento de la Tesis Doctoral se han inducido
conductas de aversion condicionada mediante un procedimiento de aprendizaje concurrente, es
decir, un procedimiento en el cual la administracion de la estimulacion eléctrica intracerebral se
produce en funcion del comportamiento del animal. En estas condiciones, la administracion de
una dosis de 4 mg/kg de naloxona bloquea la adquisicion de nuevas aversiones condicionadas,
aparentemente la estimulacién eléctrica deja de resultarles aversiva a los animales. Asi, estos
resultados resultan compatibles, por tanto, con los estudios mencionados mas arriba y en los que
dosis bajas de los antagonistas opiaceos podrian reducir los efectos aversivos de las drogas de
abuso. En conclusién, los antagonistas opidceos parecen reducir tanto la aversion por el lugar
inducida por la abstinencia opiacea (Powell et al., 2002; Olmstead & Burns, 2005; Wang et al.,
2005) como la provocada por la activacién eléctrica de un nucleo cerebral concreto, el NPBLe, y
probablemente disminuyan incluso los sintomas de abstinencia y el ansia que se producen en la
drogadicciéon humana (Rabinowitz, Cohen & Atias, 2002; Mannelli et al., 2009a; 2009b). Todos

estos datos sugieren que este subnlcleo parabraquial particular, el NPBLe, pueda
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probablemente estar formando parte del sistema cerebral responsable del fenomeno de la

abstinencia opiacea.

En los siguientes Experimentos de esta Tesis Doctoral se demuestra que la
administracion de tiapride (antagonista dopaminérgico D2/D3) puede bloquear el proceso de
adquisicion de aversion hacia un lugar inducida mediante estimulacién eléctrica del NPBLe
(Experimentos 2 y 3). Estos datos son compatibles con los resultados experimentales que
atribuyen a la dopamina un papel esencial en el procesamiento aversivo (Sanger, 1987;
Shippenberg & Herz, 1987; White et al., 1992; Cenci et al., 1992; Imperato et al., 1992;
McCulloug & Salamone, 1992; Salamone, 1994; Doherty & Gratton, 1997; Wilkinson et al., 1998;
Di Chiara et al., 1999; Fenu et al., 2001; 2005; Jensen et al., 2003; Fuchs et al., 2005; Young et
al., 2005). Los datos obtenidos en este experimento son compatibles tanto con la denominada
“Teoria de la Saliencia Incentiva” (Berridge, 2003; Phillips, 2003; Robinson & Berridge, 2003;
Robinson et al., 2005) como con la “Teoria de la reactividad emocional o motivacional” (Chiodo
et al., 1980; Salamone, 1992; 1994; Salamone et al., 1997). En ambos casos, se pone de
manifiesto el papel central de la dopamina en el procesamiento motivacional, tanto apetitivo
como aversivo, pero de acuerdo con la primera propuesta, no tanto en la valoracién hedénica de
los estimulos como en la “saliencia incentiva” (proceso no hedénico que destaca a un estimulo y
a sus representaciones y que se atribuye, sobre todo, a estimulos condicionados o claves de
recompensa). En el caso de ‘“la reactividad motivacional” (arousal conductual que se presenta
tipicamente en respuesta a estimulos de caracter emocional/motivacional), la dopamina facilitaria
la articulacién de procesos sensoriomotores complejos implicados en la consecucion de
estimulos recompensantes y en la evitacién de estimulos aversivos. Como puede apreciarse, se
trata de dos constructos tedricos muy relacionados y referidos mas a la accién y busqueda de la
sustancia en cuestion que al procesamiento de sus propiedades hedénicas (una explicacion mas

amplia fue desarrollada en la Introduccién, p. 34-40).

Concretamente, se ha demostrado que los antagonistas dopaminérgicos pueden
interferir con diversas conductas motivadas aversivas, tales como el aprendizaje aversivo
gustativo (Fenu et al., 2001) o las conductas instrumentales de evitaciéon activa (Davidson &
Weidley, 1976; Wadenberg et al., 1990; White et al., 1992; McCullough et al., 1993) y escape
(Davidson & Weidley, 1976; Sanger, 1987). Sin embargo, estos Ultimos datos deben ser tomados
con cierta cautela, ya que los resultados obtenidos mediante tareas de aprendizaje de evitacion
pasiva resultan contradictorios y confusos (Brammer, 1981; Ichiara et al., 1988; Castellano et al.,

1992). Asi, por ejemplo, mientras el haloperidol, administrado después de un estimulo eléctrico
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aversivo, puede producir un descenso en el rendimiento de este tipo de tareas de evitacion
pasiva, afectando probablemente a la consolidacién de la memoria (Castellano et al., 1992),
otros investigadores, por el contrario, consideran que la pimozida facilita el aprendizaje de
evitacion pasiva (Ichiara et al., 1989). Finalmente, otros estudios no observan efecto alguno o
efectos muy débiles al administrar dosis moderadas de clorpromazina, haloperidol y sulpirida
antes de que los animales reciban los estimulos eléctricos aversivos (Brammer, 1981; Ichiara et
al., 1988).

De manera analoga a lo descrito para los antagonistas opiaceos, a saber, que pueden
bloquear tanto el refuerzo como la aversion inducidos con morfina (Powell et al., 2002; Olmstead
& Burns, 2005; Wang et al., 2005), los antagonistas dopaminérgicos (particularmente de los
receptores D1) también pueden bloquear tanto los efectos reforzantes inducidos por la morfina,
la nicotina y el diazepam como los efectos aversivos inducidos mediante la administracion de
naloxona, penciclidina y picrotoxina (Acquas, Carboni, Leone & Di Chiara, 1989; Santi & Parker,
2001).

Muy interesante es la propuesta del equipo de investigacion del Profesor Van der Kooy,
de la Universidad de Toronto, segun la cual las lesiones del nucleo tegmental pedunculo-pontino
bloquean las propiedades reforzantes de la morfina en ratas naive, pero no en ratas
dependientes; mientras que los neurolépticos interfieren con los efectos heddnicos
(recompensantes y aversivos) de los opiaceos en animales dependientes, pero no en los
roedores naive (Bechara, Harrington, Nader & Van der Kooy, 1992). También demuestran que
los neurolépticos bloquean las aversiones hacia el entorno inducidas mediante la administracion
de naloxona o mediante la abstinencia espontanea en ratas dependientes de opiaceos, pero no
en ratas naive (Nader et al., 1994; Bechara, Nader & Van der Kooy, 1995). Segun esta
propuesta, los mecanismos primarios subyacentes al refuerzo opiaceo, en el estado no
dependiente, estarian en funcién de sus propiedades agudas, y que estarian mediadas por el
nucleo tegmental pedinculo-pontino. Por su parte, en el estado dependiente, la recompensa
estaria asociada al alivio de la abstinencia, y sélo cuando esta abstinencia ha sido contrarrestada
(por ejemplo, mediante la administracion morfina), los animales dependientes pueden percibir
esta recompensa aguda mediada por el nicleo tegmental pedinculo-pontino (Bechara, Nader &
Van der Kooy, 1998).
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En este contexto, estos autores han propuesto al area parabraquial lateral, de un modo
general, como sustrato neural del procesamiento aversivo de las sustancias opiaceas (Bechara
et al., 1993), y en el cual parece que finalizaria (previo paso por el NTS) la informacién aversiva
vagal de origen periférico (Bechara & Van der Kooy, 1985) que habria de proyectar después
hacia el mesencéfalo (Zito et al., 1988) y el cortex visceral (MacKey et al., 1986) a través de las
proyecciones dopaminérgicas mesocorticales (Lindvall et al., 1978; Dawson et al. 1986; Coizet et
al., 2010).

NTPP Amigdala @ > Cortex

Insular

\ 4 \ 4 /
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ' Agranular
1 / = d

. ‘ Sistema de
retroalimentacién
Figura 42. Hipotético esquema anatomico que representaria la posible via ascendente relacionada con el
procesamiento hedoénico y motivacional. NTS= Nucleo del Tracto Solitario; NPBL= Nucleo Parabraquial Lateral;
ATV= Area Tegmental Ventral; NaCC= Nucleo Accumbens; NTPP= Nucleo Tegmental Pediinculo Pontino; DA=
Dopamina (Loewy & Burton, 1978; Saper & Loewy, 1980; Fulwiler & Saper, 1984; Bechara et al., 1985; 1993; 1998;
McDonald & Jackson, 1987; McDonald, 1991; 1998; Wright & Groenewegen, 1996; Shi & Cassell, 1998a; Usuda et

al., 1998; Fernandez-Espejo, 2002; Tokita et al., 2009; Coizet et al., 2010). Las flechas en color verde no disponen
de apoyo bibliografico.

En consonancia con los estudios descritos y segun los cuales los neurolépticos pueden
bloquear las aversiones por el lugar condicionadas mediante la administracién de naloxona o por
abstinencia espontanea en animales dependientes a los opiaceos (Nader et al., 1994; Bechara et
al., 1995), ahora los resultados de los Experimentos 2 y 3 ponen de manifiesto también que los
antagonistas dopaminérgicos (en este caso, el tiapride) bloquean el desarrollo de las aversiones
hacia un lugar condicionadas inducidas mediante estimulacién eléctrica de un subnucleo

particular del Complejo Parabraquial, el NPBLe.
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Aunque algunos estudios relacionan globalmente a la region parabraquial con
procesamientos aversivos de distinta indole, estudios en nuestro laboratorio han demostrado que
tanto las lesiones del area parabraquial medial como particularmente del NPBLe bloquean la
adquisicion de Aprendizaje Aversivo Gustativo concurrente inducido mediante la administracién
de NaCl hipertdnico (Agliero et al., 1997; Mediavilla et al., 2000).

En efecto, dentro del conjunto de nlcleos y sistemas cerebrales, la zona parabraquial
lateral externa ha sido incluida como una de las areas implicadas en el procesamiento aversivo
de tipo afectivo, incluyendo entre ellos el procesamiento gustativo. En relacion con esto, se han
distinguido dos vias gustativas que surgen desde el complejo parabraquial (Yamamoto et al.,
1994a; 1994b; Sakai & Yamamoto, 1998; Yamamoto & Sawa, 2000a; 2000b; Yamamoto, 2006):

- Una de ellas surge de los nicleos parabraquiales lateral ventral y medial, y
proyecta hacia el nicleo talamico ventroposteromedial, el area gustativa taldmica, y

a través de ella hacia el cortex gustativo primario.

- La segunda via gustativa tiene su origen precisamente en el nicleo parabraquial
lateral externo (Bernard, Carroué & Besson, 1991) y se distribuye ampliamente por
el prosencéfalo ventral, estableciendo conexiones con el hipotalamo, la amigdala y

el nucleo lecho de la estria terminal, entre otros.

Hajnal y Norgren (2004) proponen, por su parte, que la proyeccién talamocortical
procesaria el componente sensorial-discriminativo del gusto, mientras que en la via ventral,
originada en el nlcleo parabraquial lateral externo (Bernard et al., 1991), incluiria el componente

afectivo del sistema neural gustativo.

Un dato indicativo de la implicaciéon del segundo de los circuitos mencionados en los
procesos afectivos tendria que ver con el hecho de que en este sistema se incluyen aferencias
viscerales y vagales relacionadas con la transmision de la informacion de indole emético
procedente del tracto gastrointestinal (Wang & Borinson, 1951; Van der Kooy & Koda, 1983;
Herbert et al., 1990; Yamamoto et al., 1992; Stein & Loewy, 2010).

Existen también otros datos experimentales que incluyen al NPBLe dentro de sistemas
neurales relacionados con los componentes motivacionales y emocionales de la nocicepcion
(Bernard et al., 1994; Bourgeais et al., 2001; Gauriau & Bernard, 2002; Huang et al., 1993;

Mitchell et al., 2004). Concretamente, Gauriau y Bernard (2002) consideran, dentro de las vias
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basicas implicadas en el procesamiento del dolor, que el subnicleo parabraquial lateral externo
formaria parte de la “Via nociceptiva espino(trigémino)-pontoamigdalina parasimpatica” (Bernard,
Garroué & Besson, 1991; Gauriau & Bernard, 2002), y que estaria implicada en las reacciones
afectivas-emocionales, comportamentales y autondémicas propias de eventos viscerales y/o
nocivos (Bernard et al., 1994), la cual incluiria llamativamente la presencia de receptores
opiaceos (Chamberlin et al., 1999; Mitchell et al., 2004).

Dentro del contexto clinico, y en relacidn con los trastornos de panico y los desérdenes
de ansiedad (Balaban & Thayer, 2001), se considera que la regién parabraquial estaria implicada
en el sentido interno de bienestar (o ausencia del mismo). Participaria en la generacion de
respuestas conductuales y emocionales, y que podria estar relacionada, a través de sus
receptores opiaceos (Quirion et al., 1983; Lynch et al., 1985; Mansour et al., 1994; 1995;
Wolinsky et al., 1994; 1996; Ding et al., 1996; Chamberlin et al., 1999), con el componente
afectivo de la nocicepcién y del procesamiento de la morfina (Van der Kam et al., 2008).

Finalmente y en esta misma linea, podrian incluirse también los efectos positivos
derivados de la estimulacién del nervio vago (ENV) sobre todo en casos de epilepsia y de
trastornos emocionales (Schachter & Saper, 1998; Schachter, 2004). Mas aun, en este ambito,
se han detectado importantes efectos antidepresivos, sin evidencia de empeoramiento cognitivo,
lo cual ha llevado a que en el afio 2001 se aprobara la ENV como técnica terapéutica en todos
los paises miembros de la Unién Europea y en Canada para tratamiento de pacientes adultos
con depresion recurrente y resistente al tratamiento, incluyendo particularmente los desérdenes
de depresidon mayor y bipolar. Al parecer, este efecto beneficioso se deriva de la accion de la

estimulacion sobre el circuito vagal-parabraquial (Schachter & Saper, 1998; Schachter, 2004).

En resumen, existen datos que apoyan el hecho de que el NPBLe puede ser un
componente determinante en el procesamiento de respuestas aversivas de distinta indole
(nociceptiva, gustativa, abstinencia opiacea...), pero que pueden compatir un denominador
comun, su caracter emocional y motivacional, un hecho compatible con la posibilidad de

bloquear el efecto de su estimulacién utilizando antagonistas opiaceos (Experimento 1).

En este primer capitulo se han examinado las posibles repercusiones motoras que
pudieran producirse tras la administracion de tiapride (Experimento 3). Conviene destacar

inicialmente que los resultados obtenidos en este estudio reproducen los datos del experimento
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anterior, a saber, que la estimulacién eléctrica del NPBLe induce aversién condicionada hacia un
lugar, al tiempo que su adquisicion es bloqueada tras la administracion de una dosis de 30 mg/kg
de tiapride. Ahora (Experimento 3) ademas de registrar los tiempos de estancia del animal en
cada compartimento del laberinto, se han cuantificado también dos indices de actividad motora:
la “actividad horizontal”, medida a través del nimero de cruces que realiza el animal al pasar de
un compartimento a otro del laberinto; y la “actividad vertical” y, concretamente, el nimero de
movimientos de alzada (rearings) que realiza el animal durante la tarea. Los resultados obtenidos
indican que el tiapride no interfiere con la actividad horizontal, es decir, que la actividad requerida
para realizar adecuadamente la tarea propuesta no parece haberse visto comprometida. Si se
aprecia, sin embargo, una cierta reduccion en los movimientos de alzada tras la administracion
de tiapride, aunque solo alcanza valores significativos en el caso del grupo control intacto, pero

no en los demas grupos.

Son muy abundantes en la bibliografia las criticas metodoldgicas y tedricas por los
efectos secundarios, sobre todo de tipo motor, que suele generar la administracion de muchos
neurolépticos (Zarevics & Setler, 1979; Beninger et al., 1980a; 1980b; Ettenberg et al., 1980;
Fenton & Liebman, 1982; Hamilton et al., 1985; Pecifia et al. 1997). Existe una interesante
controversia al respecto y sobre todo acerca de la verdadera accién funcional de estas
sustancias. Para algunos autores, estas sustancias generan un aumento en la latencia de
respuesta (Carli et al., 1985; Spivak & Amit, 1986; White et al., 1992) o un enlentecimiento de la
misma (Kirkpatrick & Fowler, 1989), unos resultados que, por otra parte, coinciden al menos
parcialmente con los obtenidos habitualmente tras el uso de técnicas lesivas (Robbins & Koob,
1980). Parece improbable, en cualquier caso, que estos incrementos en la latencia de respuesta
puedan explicarse por una mayor inhibicién o por dificultades motoras per se, ya que este efecto
enlentecedor de los neurolépticos puede ser revertido, por ejemplo, mediante un aumento en la

complejidad o novedad ambiental (Lynch & Carey, 1987).

Por otra parte, parece bien establecido que la administracién de ciertas drogas de abuso,
como la morfina, las anfetaminas o la cocaina incrementa tanto las respuestas locomotoras
horizontales como las verticales (rearings o movimientos de alzada) en roedores (Joyce &
Iversen, 1979; Bechara & Van der Kooy, 1992; Brown & Fibiger, 1992; Deminiére et al., 1992;
Balcells-Olivero & Vezina, 1997; Schildein, Agmo, Huston & Schwarting, 1998). Las diferencias
individuales que se producen en este incremento de la locomocién han sido relacionadas

generalmente con una mayor o menor vulnerabilidad de los animales para hacerse adictos
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(Deminiére et al., 1992). De hecho, el incremento de la locomocion puede ser bloqueado
mediante antagonistas opiaceos (Dettmar et al., 1978; Balcells-Olivero & Vezina, 1997) y
también mediante lesiones del nucleo tegmental pedunculo-pontino (Bechara & Van der Kooy,
1992). Mas aun, Brown y Fibiger (1992) comprobaron que al condicionar la locomocién inducida
por cocaina, no se pudieron observar incrementos dopaminérgicos condicionados
concomitantes. Algo semejante ocurre con respecto al efecto de los antagonistas
dopaminérgicos sobre la conducta motora vertical, sin que ahora tampoco se obtengan efectos
consistentes con antagonistas D3, como el PNU 99194A o el SB 277011, (Gendreau et al., 1997;
Gyertyan & Saghy, 2004), algo que resulta compatible con los resultados observados en el
Experimento 3, en el cual el efecto del tiapride sobre los rearings sélo alcanza valores

significativos en uno de los tres grupos (grupo control intacto).

Con respecto a esta Ultima cuestion, conviene mencionar el hecho de que varios
estudios han conseguido disociar el efecto de algunos tratamientos sobre la actividad motora
horizontal y vertical (Balcells-Oliveros & Vezina, 1997; Roitman et al., 2002). Asi, se ha
demostrado que la administracién de anfetaminas puede incrementar significativamente el
numero de rearings que realizan los animales, sin mostrar efecto sobre la conducta motora
horizontal (Roitman et al., 2002). Es mas, la administracién de naltrexona bloquea los rearings
inducidos mediante la administracién de anfetaminas, sin efecto alguno sobre la actividad
horizontal, lo cual sugiere que este tipo de actividad motora (rearings) es, al menos parcialmente,
dependiente de mecanismos opidceos Y, en este sentido, puede estar relacionada con los
sistemas de recompensa cerebral mas que con una incapacidad motora (Balcells-Oliveros &
Vezina, 1997). En el Experimento 3, solo se observa un efecto reductor significativo del tiapride
sobre la actividad motora vertical en el grupo control intacto, es decir, en animales que nunca
han recibido estimulacion eléctrica intracerebral aversiva. El tiapride podria estar bloqueando la
recompensa natural obtenida por los animales controles al realizar la tarea experimental, por
ejemplo, al verse expuestos a entornos novedosos. Para el resto de los grupos, que han recibido
estimulacion en algun momento, el tiapride puede interferir mas con otros procesos puestos en
marcha mediante la activacion eléctrica del NPBLe, y particularmente el resolver la problemética

esencial que les puede generar la activacién cerebral.

En resumen, de acuerdo con los datos obtenidos en estudios previos asi como a través
de los resultados obtenidos en este capitulo, se puede proponer que la estimulacion eléctrica del
NPBLe podria haber activado sistemas cerebrales de indole aversiva especialmente

relacionados con los componentes motivacionales y emocionales de la conducta. Estos sistemas
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aversivos, que incluirian al NPBLe, podrian verse activados de manera natural a través de
estimulos gustativos (Bernard, Carroué & Besson, 1991; Yamamoto et al., 1994a; 1994b; Sakai
& Yamamoto, 1998; Yamamoto & Sawa, 2000a; 2000b; Hajnal & Norgren, 2004; Yamamoto,
2006) o nociceptivos (Bernard, Garroué & Besson, 1991; Bernard et al., 1994; Gauriau &
Bernard, 2002) por ejemplo, e incluso por estimulos de indole artificial, en el caso de la
abstinencia opiacea (Bechara et al., 1993). Con respecto a esta Ultima posibilidad se ha
comprobado que el efecto de aversidén condicionada inducida mediante abstinencia opiacea
puede ser bloqueado también tanto a través de la administracion de antagonistas opiaceos
(Powell et al., 2002; Olmstead & Burns, 2005; Wang et al., 2005) como mediante neurolépticos
(Bechara, Nader & Van der Kooy, 1995), unos resultados similares a los obtenidos en este
primer capitulo de la Tesis, y en los que se demuestra que la aversidn hacia un lugar inducida
mediante la estimulacion eléctrica del NPBLe puede ser bloqueada también mediante la

administracion de antagonistas opiaceos (naloxona) y dopaminérgicos (tiapride).

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Los resultados obtenidos en el segundo capitulo de esta Tesis Doctoral reproducen que
la estimulacién eléctrica del NPBLe induce preferencias por los lugares que han sido asociados a
la activacion eléctrica de este nlcleo. Asimismo, estos estudios confirman que la administracién
de naloxona bloquea la adquisicion de preferencia por un lugar inducida por estimulacion
eléctrica del NPBLe (Experimento 5), y sin embargo, demuestran ahora, novedosamente, que
ese mismo proceso de adquisicién no se interrumpe tras la administracion de un antagonista
dopaminérgico D2/D3, como el tiapride (Experimento 4). La administracion de tiapride no parece
interferir con el caracter reforzante de la estimulacion eléctrica del NPBLe vy, tras su
administracion, los animales siguen mostrando una consistente preferencia por la zona del

laberinto asociada a la estimulacion.

Estos resultados confirman inicialmente que, en efecto, algunos componentes del
NPBLe procesan informacion de caracter reforzante al ser activadas eléctricamente (Simon et

al., 2006; 2008). Estos resultados son compatibles con los datos obtenidos mediante técnicas
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inmunohistoquimicas en las que se ha demostrado que la zona parabraquial lateral externa,
entre ofras regiones cerebrales, se activa tras la administracién de sustancias nutritivas
reforzantes, como la lactosa, la sacarosa o la glucosa (Wang et al., 1999b; Yamamoto & Sawa,
2000a), antimetabolicos como el 2,5-anhidro-D-mannitol o el Mercaptoacetato (Ritter, 1994;
Ritter et al., 1994; Horn & Friedman, 1998) y productos apetitosos como la sacarina o el CINa
(Yamamoto et al., 1994a; Yamamoto & Sawa, 2000b), cuyas consecuencias positivas parecen
estar relacionadas con una reduccién de los estados de necesidad/privacion o, también, con su

valor heddnico—por ejemplo, su palatabilidad- (Carr, 1996; Le Magnen & Julien, 1999).

Por el contrario, lesiones electroliticas del NPBL interrumpen las preferencias gustativas
generadas por sustancias innatamente preferidas o que tienen consecuencias postingestivas
como la sacarosa o el CINa (Reilly & Trifunovic, 2000a; Zafra et al., 2002) o simples productos
apetitosos -galletas- (Edwards & Ritter, 1989). Asimismo, lesiones especificas del NPBLe
interfieren en el desarrollo de preferencias gustativas inducidas por nutrientes predigeridos (Zafra
etal., 2002).

Comparativamente, en el caso de la Autoestimulacion Eléctrica Intracerebral, existen un
buen nimero de estudios que han relacionado los efectos de la estimulacion eléctrica con la
ingesta alimenticia, sugiriendo que este efecto reforzante artificial probablemente supone la
activacion del sistema de recompensa endégeno que subyace a los reforzadores naturales (Wise
& Rompré, 1989; Wise, 1996).

Es un hecho bien conocido que la estimulacion eléctrica del hipotalamo lateral puede
inducir conductas de ingesta en los animales (Carr & Simon, 1983; Carr et al., 1991; Carr, 1996).
También se ha comprobado que un aumento en la motivacion de los animales, por ejemplo
mediante la privacion alimentaria y/o el mantenimiento de un bajo peso corporal, potencia el
efecto recompensante de la AEIC, produciendo un incremento en el ritmo de autoestimulacion
(Carr & Wolinsky, 1993; Carr & Papadouka, 1994; Wolinsky et al., 1994; 1996).

Los datos disponibles sugieren, ademas, que estos fendmenos pueden estar mediados
por el sistema opiaceo (Carr et al., 1991; Ward & Simansky, 2006). Asi, se ha demostrado que
los antagonistas opiaceos, especialmente los del subtipo p (administrados directamente en el
complejo parabraquial) interfieren con las conductas de ingesta tanto espontaneas como
inducidas mediante estimulacion eléctrica (Carr et al., 1991; Ward & Simansky, 2006). También
se ha comprobado que la potenciacién del efecto recompensante de la AEIC (en animales
privados de alimento) puede ser revertida mediante la administracion de naloxona (Carr &
Simon, 1983).
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Mas aun, la actividad opidcea | generada en el complejo parabraquial ha sido
relacionada mas con el consumo de alimento estandar que con el consumo de alimento
palatable, 1o que sugiere una implicaciéon en los mecanismos homeostaticos de la regulacion
alimenticia (Ward & Simansky, 2006). También se ha observado una implicacién de la actividad
opiacea k en los procesos nutritivos (Arjune & Bodnar, 1990; Levine et al., 1990; Carr &
Wolinsky, 1993), incluida la ingesta de productos palatables/apetitivos (Arjune & Bodnar, 1990).

En este contexto, investigaciones recientes sugieren que el sustrato neurobioldgico
activado mediante la AEIC podria coincidir también con el sustrato que subyace a la accién de
diversas drogas de abuso (Wise, 1996; 2002; Kelley & Berridge, 2002). Se ha comprobado que
la restriccidn caldrica crénica ejerce efectos similares tanto sobre la AEIC como sobre las drogas
de abuso, incrementando en ambos casos su efecto recompensante (De Vry, Donselaar & Van
Ree, 1989; Carr & Wolinsky, 1993; Carr & Papadouka, 1994; Wolinsky et al., 1994; 1996; Carr,
2002). En ambos casos, también estos incrementos pueden ser bloqueados mediante la
administracion de antagonistas opiaceos (De Vry et al., 1989; Carr & Simon, 1983; Carr &
Papadouka, 1994).

En esta misma linea, diversos autores han puesto de manifiesto que la administracion de
agonistas opiaceos y otras sustancias de abuso producen un efecto facilitador de las conductas
instrumentales de AEIC (Van Wolfswinkel & Van Ree, 1985; Frank et al., 1992), salvo en el caso
de los agonistas k, que generan un efecto inhibitorio (Todtenkopf, Marcus, Portoghese &
Carlezon, 2004). Por otra parte, este sistema opiaceo endégeno ha sido implicado ademas en la
modulacion de la liberacion de dopamina tras el consumo de drogas de abuso incluso no
opiaceas, como las anfetaminas o el etanol (Balcells-Olivero & Vezina, 1997; Gonzales & Weiss,
1998; He, Li & Grasing, 2004). Asi, Steward y colaboradores han comprobado que en animales
tratados crénicamente con anfetamina se observa una sensibilizacion a los efectos profagicos de
los agonistas p y k (Nencini & Steward, 1990; Badiani & Steward, 1993). De hecho, la implicacion
especifica del receptor opiaceo | en el desarrollo de procesos adictivos es un hecho bien
establecido (Cunningham & Kelley, 1992; Diaz, Pazos, Flérez & Hurlé, 2000; Bryant et al., 2005;

Shoblock & Maidment, 2006), como veremos mas adelante con mayor detenimiento.
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Analizando conjuntamente los resultados de los experimentos 1y 5, observamos que el
efecto de la naloxona sobre la estimulacion eléctrica del NPBLe depende del comportamiento
positivo 0 negativo evocado en el animal a través de dicha estimulacién. Cuando la estimulacion
eléctrica resulta apetitiva, la administracién de naloxona interrumpe la adquisicion de
preferencias por el lugar asociado a la estimulacion (Experimento 5) mientras que en el caso de
que la estimulacion resulte aversiva, esta sustancia antagonista invierte este efecto negativo
(Experimento 1). Estas conclusiones son compatibles con los resultados obtenidos por algunos
estudios previos en otras regiones cerebrales prioritariamente recompensantes, como el
hipotalamo lateral, o en areas manifiestamente aversivas, como el area gris central, en las que
la naloxona contrarresta el efecto de la estimulacion eléctrica (Cazala & David, 1991). También
las preferencias por un lugar inducidas por la morfina pueden ser bloqueadas mediante la
administracion de antagonistas opidceos, tanto generales como la naltrexona, como selectivos a
los receptores |, como la beta-funaltrexamina (Piepponen et al., 1997; Powell et al., 2002;
Olmstead & Burns, 2005; Wang et al., 2005; Guo, Garcia, Taylor, Zadina & Harlan, 2008). Por su
parte, el desarrollo de aversiones hacia un lugar, que ha sido relacionado con la abstinencia
opiacea, también puede verse interrumpido mediante la administracion de antagonistas opiaceos
(Powell et al., 2002; Olmstead & Burns, 2005; Wang et al., 2005).

Por su parte, los resultados obtenidos en el Experimento 4 demuestran que la
administracion sistémica de tiapride, un antagonista dopaminérgico D2/D3, no impide la
adquisicion de preferencias por un lugar inducidas mediante la estimulacion eléctrica del NPBLe.
Sin embargo, en este mismo experimento se reproduce, al igual que en los Experimentos 2 y 3,
que el tiapride bloquea la adquisicion de aversiones hacia un lugar inducidas mediante

estimulacion eléctrica del NPBLe.

Los resultados del Experimento 4 contrastan con las conclusiones obtenidas por otros
autores. Asi, Fouriezos y Wise (1976) logran bloquear con pimozida (un antagonista
dopaminérgico) la conducta de autoestimulacion eléctrica inducida en el hipotalamo lateral. De
conformidad con las distintas propuestas ofrecidas con respecto a las funciones de la dopamina
en el procesamiento de la conducta motivada (Chiodo et al., 1980; Salamone, 1992; 1994;
Salamone et al., 1997; Berridge, 2003; Phillips, 2003; Robinson & Berridge, 2003; Robinson et
al., 2005), se podria hipotetizar que la repercusion del bloqueo del componente de incentivo o de
reaccion de la motivacion, mediante antagonistas dopaminérgicos, podria depender en gran

medida del hecho de que las tareas requieran un mayor o menor grado de conductas de
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ejecucion. En el caso concreto del estudio de Fouriezos y Wise (1976) se emplearon tareas

exclusivamente instrumentales.

En otras palabras, la dopamina podria adquirir una mayor relevancia cuando la
estimulacion eléctrica intracerebral se proporciona de manera contingente a la conducta del
animal, y no en los casos en los que la estimulacion se efectlia con tareas que no incluyen un

alto nivel de contingencia.

La posibilidad de diferenciar las tareas experimentales en funciéon del grado de
contingencia de la estimulacién eléctrica con respecto al comportamiento del animal y, por lo
tanto, segun el control que éste tiene sobre la aplicacién o no de la estimulacion, merece
especial atencién. Segin este planteamiento, la AEIC seria el prototipo conductual mas
contingente, ya que los animales sélo reciben estimulacion eléctrica cuando presionan una
palanca, y al dejar de presionarla, la estimulacion cesa. El caso del aprendizaje concurrente
utilizado en esta Tesis puede representar un grado intermedio de contingencia, control y
ejecucion: ahora, el animal puede deambular libremente por los compartimentos del laberinto, y
el recibir estimulacion o no depende en cada momento de su localizacion dentro del laberinto. En
esta prueba, el animal puede permanecer pasivo en el compartimento asociado a la
estimulacion, sin realizar ninguna actividad, y en esta situacién puede recibir estimulacion

eléctrica indefinidamente y sin otra accion ejecutora por su parte.

Las hipotesis que atribuyen a la dopamina un papel decisivo en el arousal conductual,
mas que en la valoracién hedénica en si misma (Chiodo et al., 1980; Salamone, 1992; 2009;
Smith et al., 2002; Berridge, 2003), pueden ser también adecuadas para explicar los resultados
obtenidos en esta Tesis Doctoral. En efecto, estas propuestas otorgan al sistema dopaminérgico
un papel clave en la activacién que se produce habitualmente en los animales cuando son
expuestos a estimulos motivacionales y que asi facilita su reaccion para aproximarse o evitar los
estimulos. Esta funcién estaria relacionada en mayor medida con conductas preparatorias que
con conductas consumatorias propiamente dichas (Chiodo et al., 1980; Salamone, 1992; 1994).
Las tareas propuestas en esta Tesis no requieren de grandes esfuerzos por parte de los
animales, ya que la recompensa puede obtenerse permaneciendo casi espontdneamente en el
compartimento del laberinto asociado a estimulacién. Probablemente, aunque los farmacos
neurolépticos puedan reducir el arousal motivacional, no interferiran en el comportamiento del

animal, ya que la tarea no requiere grandes exigencias para obtener la recompensa deseada.
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En cualquier caso, algunos de los datos experimentales publicados hasta ahora pueden
resultar contradictorios con la propuesta anterior. Este seria el caso de ciertos estudios en los
que se ha observado una escasa liberacion de DA tras la administracidn de estimulos aversivos
(Mirenowicz & Schultz, 1996). Resultados similares se han producido con respecto a la actividad
dopaminérgica tonica tras administrar autoestimulacion eléctrica recompensante predecible y no
predecible (Hernandez et al., 2006; 2007; 2008; 2009). Mientras que los resultados del estudio
de Mirenowicz & Shultz (1996) podrian explicarse en funcion de la escasa severidad de los
estimulos aversivos utilizados (administracién de un soplo de aire en una de las patas o de suero
salino hipertonico, de baja concentracion, en la cavidad oral), los resultados obtenidos por
Hernandez y colaboradores (2006; 2007) podrian ser compatibles con el esquema propuesto
anteriormente ya que ponen de manifiesto el efecto diferencial que tiene la predictibilidad de la
recompensa sobre la liberacién dopaminérgica en el nucleo accumbens (Hernandez et al., 2006).
En este sentido, existe el convencimiento de que la actividad dopaminérgica fasica parece ser
crucial en el aprendizaje de tareas operantes (Ljungberg et al., 1992; Garris et al., 1999;
Kilpatrick et al., 2000; Schultz, 2002), asi como en la iniciacién de una conducta (Phillips, Stuber,
Helen, Wightman & Carelli, 2003; Roitman et al., 2004a) o en las expectativas de recompensa
(Mirenowicz & Schultz, 1994; Tobler et al., 2005). Por otra parte, los cambios a largo plazo en el
tono dopaminérgico podrian estar relacionados con el arousal necesario para ejecutar una
accion y, por lo tanto, con la vigorizacién del comportamiento (Salamone et al., 1997; 2003;
Salamone, 2002) asi como en la modulacion del circuito que computa la “saliencia” incentiva de
los estimulos (Blackburn et al., 1992; Smith et al., 2002).

La administracion cronica de drogas de abuso como la morfina y la cocaina que, por otra
parte, implican la activacién del complejo parabraquial (Grabus et al., 2004), ha sido relacionada
con los receptores dopaminérgicos D1 y D2 (Edwards et al., 2007), y especialmente con los
receptores D3 en los casos en los que se produce una accion de busqueda de la droga en
cuestion, de tanta importancia en el desarrollo de las “recaidas” (See, Kruzich & Grimm, 2001;
Vorel et al., 2002). Asimismo, se ha propuesto que la recompensa opiacea parece implicar
mecanismos dopaminérgicos en diversas estructuras limbicas, como la amigdala central, el
hipocampo dorsal o el nlcleo estriado (Deslandes, Pache, Buckland & Sewell, 2002; Rezayof,
Zarrindast, Sahraei & Haeri-Rohani, 2002; 2003). Igualmente, se ha comprobado que la
administracion de quinpirole, un agonista dopaminérgico D2/D3, potencia la preferencia por un
lugar inducida con morfina (Deslandes et al., 2002; Rezayof et al., 2002; 2003). En sentido

opuesto, se ha comprobado que los antagonistas dopaminérgicos suelen atenuar la recompensa
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producida por la cocaina (See, Kruzich & Grimm, 2001; Vorel et al., 2002), la anfetamina
(MacKey & Van der Kooy, 1985; Truijillo et al., 1991) y la nicotina (Le Foll, Sokoloff, Stark &
Goldberg, 2005) en tareas de condicionamiento de preferencias por un lugar. Sin embargo, los
neurolépticos no siempre bloquean las preferencias inducidas por la morfina, la heroina o
algunos estimulos condicionados (MacKey & Van der Kooy, 1985; Nader, Bechara, Roberts &
Van der Kooy, 1994; McFarland & Ettenberg, 1999; Laviolette et al., 2002), y por ello se ha
propuesto que la recompensa opiacea, a diferencia de otras drogas adictivas, podria no requerir
de la liberacion de dopamina a través del sistema mesolimbico (Koob, 1992; Olsmtead &
Franklin, 1996; Nader & Van der Kooy, 1997; Hnasko, Sotak & Palmiter, 2005). De alguna
manera, las acciones reforzantes de los opiaceos podrian ser tanto DA-dependientes como DA-
independientes. Asi, no se ha observado relacion entre la capacidad reforzante de la heroina
(medida a través de tareas de autoadministracion) y los cambios que su administracion provoca
en la actividad dopaminérgica del nicleo accumbens (Caillé & Parsons, 2003; Koob & LeMoal,
2006).

Finalmente, y de manera similar a los resultados obtenidos en el Experimento 4, se ha
demostrado que la administracion de antagonistas dopaminérgicos puede bloquear las
propiedades aversivas, pero no las apetitivas, de las inyecciones de nicotina en el area
tegmental ventral (Laviolette & Van der Kooy, 2003). De hecho, en este estudio se concluye que
el bloqueo de la dopamina mesolimbica se relaciona con una sensibilizacién a los efectos
reforzantes de la nicotina (Laviolette & Van der Kooy, 2003), aunque no todos los estudios
coinciden en este punto. Concretamente, Le Foll y colaboradores (2005) bloquearon la
recompensa inducida por la nicotina mediante la administracién de farmacos neurolépticos. Es
posible que algunas de las diferencias encontradas entre estos dos estudios puedan ser
explicadas en funcién del neuroléptico utilizado, a-flupentixol, en unos casos, que si bloquea la
recompensa nicotinica (Le Foll et al., 2005) y ST 198, un antagonista selectivo de los receptores

D3, que por el contrario facilita dicho efecto reforzante (Laviolette & Van der Kooy, 2003).

En resumen, los resultados obtenidos en los Experimentos 4 y 5, y en los que la
estimulacion eléctrica del NPBLe genera conductas de preferencia, sugieren que este subnucleo
pontino podria estar formando parte de alguno de los sistemas de recompensa cerebrales de
indole opiacea. La presencia de receptores opiaceos tanto u como k en el complejo parabraquial
(Quirion et al., 1983; Lynch et al., 1985; Mansour et al., 1994; 1995; Wolinsky et al., 1994; 1996;
Ding et al., 1996; Chamberlin et al., 1999) podria explicar inicialmente los resultados del
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Experimento 5, ya que el sistema de recompensa activado mediante la estimulacién eléctrica del
NPBLe podria implicar sistemas opiaceos endogenos, que por otra parte también han sido
relacionados con procesos motivacionales nutritivos (Edwards & Ritter, 1989; Ritter, 1994; Ritter
et al., 1994; Yamamoto et al., 1994a; Horn & Friedman, 1998; Wang et al., 1999b; Reilly &
Trifunovic, 2000a; 2000b; Yamamoto & Sawa, 2000ab; 2000b) y con el propio consumo de
sustancias de abuso (De Vry et al., 1989; Nencini & Steward, 1990; Cunningham & Kelley, 1992;
Badiani & Steward, 1993; Diaz et al., 2000; Bryant et al., 2005; Shoblock & Maidment, 2006). Los
resultados del Experimento 4 sugieren, sin embargo, que el sistema dopaminérgico D2/D3 no
formaria parte de este sistema de recompensa cerebral concreto, ya que la administracién de
antagonistas dopaminérgicos no impide el desarrollo de preferencias por el lugar asociado a la
estimulacion eléctrica del NPBLe. Este dltimo resultado es compatible con estudios que han
demostrado que las preferencias por el lugar inducidas mediante agonistas opiaceos no siempre
son bloqueadas mediante la administracion de farmacos neurolépticos (MacKey & Van der Kooy,
1985; Nader et al., 1994; McFarland & Ettenberg, 1999).

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Los resultados del Experimento 6 revelan que el efecto de preferencia por un lugar
inducida mediante estimulacion eléctrica del NPBLe también puede obtenerse en pruebas de
Condicionamiento a un Lugar de indole secuencial. Por el contrario, en este estudio no se
produce aversion condicionada hacia un lugar tras la estimulacion de este mismo subncleo

parabraquial, algo que si se produjo utilizando procedimientos concurrentes.

A través del laberinto rectangular es posible llevar a cabo las dos modalidades de
Condicionamiento de un Lugar, concurrente y secuencial, de manera similar a lo establecido en
el Aprendizaje Aversivo Gustativo (Arnedo et al., 1990; 1993; Gallo et al., 1990; 1991; Agiiero et
al., 1993b; 1997; Mediavilla et al., 2001; 2005; Zafra et al., 2002; De la Torre & Agiiero, 2008). En
el caso del aprendizaje secuencial, el animal es confinado, en dias alternos, en uno de los dos
compartimentos del laberinto, asociando ese entorno estimular a unas consecuencias (por
ejemplo, estimulacion eléctrica intracerebral). En las restantes sesiones, el animal ocupa el otro
compartimento donde recibe un tratamiento control (no estimulacién). En una Ultima sesion de
eleccion, el animal escoge con total libertad entre los dos compartimentos. El procedimiento

utilizado en los experimentos precedentes de esta Tesis Doctoral sigue la modalidad
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concurrente, en la cual los animales pueden desplazarse y ocupar libremente las dos zonas
estimulares del laberinto rectangular a lo largo de cada una de las sesiones de condicionamiento.
El animal puede permanecer, por ejemplo, en el compartimiento A donde recibira la estimulacion
eléctrica intracerebral pertinente, mientras que, por el contrario, si se traslada al compartimento
B, dicha estimulacion eléctrica no se producira. En el ambito del Aprendizaje Aversivo Gustativo,
se ha demostrado que la modalidad de aprendizaje secuencial retne los requisitos
caracteristicos de los aprendizajes explicitos (Mediavilla et al., 2005), por ejemplo, en lo referente
a flexibilidad, demora inter-estimular y nimero de ensayos de aprendizaje necesarios para su
adquisicion (Mediavilla et al., 2001). Durante el aprendizaje gustativo secuencial es, a veces,
suficiente un solo ensayo para la adquisicion de la tarea, ademés de tratarse de un aprendizaje
que permite mantener y utilizar la informacion adquirida para resolver tareas en las que se
introducen notables modificaciones con respecto a la situacion estimular aprendida (test de
inversion). Las modalidades concurrentes, por el contrario, requieren contigliidad inter-estimular,
un mayor nimero de ensayos de aprendizaje, al tiempo que ahora los animales muestran una
incapacidad para transferir el aprendizaje adquirido a situaciones en las que los parametros

estimulares han sido modificados (rigidez, inflexibilidad).

Para muchos autores, las respuestas de aproximacion condicionadas clasicamente
parecen constituir un componente central del estado de adiccion a las drogas de abuso (Kenny,
2007; Tomie et al., 2002; Everitt & Robbins, 2005). Sin embargo, estas propuestas no estan
exentas de controversia. Asi, Kearns y Weiss (2004) han realizado un estudio en el que al menos
cuando se utiliza cocaina como estimulo incondicionado en un paradigma de automoldeamiento,
y a diferencia de la sacarosa, esta droga de abuso no era capaz de promover respuestas de
acercamiento a los estimulos que predecian su administracion. No obstante, es posible que las
diferencias encontradas entre la administracién de cocaina y sacarosa puedan ser debidas a
variables como la temporalizacién de su administracion, ya que la cocaina era administrada
directamente en la vena yugular, mientras que el consumo del alimento requeria que los
animales llevaran a cabo una conducta de ingesta. De hecho, otros estudios han demostrado
que la combinacién de etanol-sacarina e incluso la morfina por si misma pueden sustentar
respuestas de aproximacion a predictores espaciales (Spiteri et al., 2000; Krank, 2003).

Las conductas de aproximacion, segun criterios pavlovianos, han sido incluidas entre las
funciones del nlcleo accumbens (Day, Wheeler, Roitman & Carelli, 2006), estructura anatémica
habitualmente implicada en los estudios sobre drogadiccion (por ejemplo, Layer, Uretsky &
Wallace, 1993; Carelli et al., 2000; Caillé et al., 2007; Ambrose-Lanci et al., 2008). Para ello,
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Carelli y asociados examinaron la actividad de neuronas individuales del nucleo accumbens
durante un paradigma de automoldeamiento inducido por sacarosa. El 75% de las células
registradas mostraban incrementos y/o reducciones en su tasa de actividad ante la presentacion
del pedal asociado a la sacarosa y la correspondiente conducta de aproximacién. La
subpoblacién excitatoria (compuesta por las neuronas que mostraban incrementos en su tasa de
actividad ante la palanca condicionada) también mostré incrementos en su actividad, aunque
mas moderados, al presentar la palanca no asociada a la recompensa. Por su parte, la
subpoblacion inhibitoria no mostrd ninglin cambio en estas condiciones. Los autores interpretan
estos resultados en el sentido de que el nucleo accumbens procesa las conductas de
aproximacion repetitivas y biolégicamente relevantes (Day et al., 2006), y cuya alteracion podria

quiza explicar la naturaleza compulsiva de la drogadiccién humana.

Durante el condicionamiento secuencial, el animal tiene la oportunidad de asociar las
claves del lugar con las consecuencias motivacionales resultantes de la estimulacion conforme a
los principios basicos del condicionamiento clasico, esto es, mientras el animal queda confinado
en uno de los compartimentos del laberinto durante este proceso de adquisicién. Sin embargo, la
ejecucion que se realiza en la fase de eleccion del experimento, requiere del animal una cierta
flexibilidad. En otras palabras, aunque durante la fase de adquisicién, el animal esta confinado
en una zona u otra, sin acceso al resto del laberinto, durante la prueba, el animal es situado en la
zona central del mismo, pudiendo ahora percibir el laberinto completo en una nueva perspectiva
y pudiendo deambular libremente por cualquier zona. Es decir, las circunstancias en las que el
animal aprende y las circunstancias en las que recuerda lo aprendido son completamente
diferentes v, sin embargo, el animal elige acertadamente, mostrando una flexibilidad conductual
no compatible con un aprendizaje implicito en sentido estricto (Lee & Vakoch, 1996; Canas,
Quesada & Antoli, 1999). Estas observaciones podrian ser compatibles con un planteamiento en
el cual, en el momento de la prueba, se produciria una transferencia del aprendizaje clasico a un
aprendizaje de tipo instrumental (Corbit & Balleine, 2005; Corbit & Janak, 2007a; 2007b; Corbit,
Janak & Balleine, 2007) o también, alternativamente, a otro de tipo explicito. Podria proponerse
que durante la fase de adquisicion se ha producido un aprendizaje explicito inadvertido, o incluso
varios aprendizajes en paralelo, de modo que el animal accede a uno u otro en funcion de las
demandas especificas de la tarea. Como Tolman demostro, los animales pueden aprender
hechos acerca del mundo y usar estos conocimientos de manera flexible cuando las

circunstancias asi lo requieran (Tolman & Honzik, 1930a; 1930b; Tolman, Ritchie & Kalish,
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1946a; 1946b; 1947a; 1947b; Ritchie, 1947; Tolman & Gleitman, 1949). Se demostrd, por
ejemplo, que los animales saciados que habian explorado un laberinto que contenia comida,
fueron capaces de recorrerlo correctamente en el primer intento cuando se les ofrecia la
posibilidad de hacerlo estando hambrientos (Tolman, Ritchie & Kalish, 1946a).

Estos resultados sugieren que, entre las modalidades de aprendizaje que subyacen a las
conductas adictivas, debe incluirse con mucha probabilidad el Condicionamiento Clasico y las
subsiguientes respuestas de aproximacion. Sin embargo, es posible que el Condicionamiento
Clasico por si mismo no pueda explicar la totalidad del fenémeno de la drogadiccion, sobre todo
teniendo en cuenta el elevado numero de conductas instrumentales, e incluso de tipo explicito,
que lo pueden constituir, y que hace que no pueda descartarse la implicacién de otros tipos de

aprendizaje en las conductas adictivas.

En el Experimento 6 se han podido inducir preferencias por un lugar mediante
estimulacion eléctrica del NPBLe con condiciones procedimentales similares a las que han
utilizado otros investigadores para inducir preferencias mediante la administracion de
reforzadores naturales (Spyraki et al., 1982; Bechara et al., 1992; Delamater et al., 2000; Spiteri
et al., 2000; Papp et al., 2002; Duarte et al.,2003), o sustancias de abuso opiaceas (Spyraki et
al., 1983; MacKey & Van der Kooy, 1985; MacKey, Séller & Van der Kooy, 1986; Leone & Di
Chiara, 1987; Suzuki & Misawa, 1995; Olmstead & Franklin, 1996; Maldonado et al., 1997; Xu,
Wang, Wu & Pei, 2001; Rezayof et al., 2002; 2003; Zarrindast et al., 2003; Milekic, Brown,
Castellini & Alberini, 2006) y no opiaceas (MacKey & Van der Kooy, 1985; Leone & Di Chiara,
1987; Bilsky et al., 1990; Truijillo, Belluzzi & Stein, 1991; Masukawa et al., 1993; Kaddis et al.,
1995; Suzuki & Misawa, 1995; Olmstead & Franklin, 1996; Kuzmin et al., 1997; Schildein et al.,
1998; Zarrindast et al., 2003; Baunez et al., 2005; Walker & Ettenberg, 2007), un paralelismo que

merece ser estudiado en el futuro.

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Los Experimentos 7 y 8 han examinado los efectos de la estimulacion eléctrica repetida
del NPBLe y de la Corteza Insular Agranular Posterior en una tarea de Condicionamiento por un
Lugar. Concretamente, en estos experimentos, se ha variado el nimero de sesiones con
estimulacion (un grupo realizé el doble de ensayos que el otro) y se han determinado las

consecuencias que puede ejercer sobre las preferencias establecidas por un lugar.
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Los resultados del Experimento 7 muestran que una vez que la estimulacién eléctrica del
NPBLe ha inducido preferencias por un lugar, la persistencia del efecto reforzante parece
depender del nimero de ensayos recibidos con estimulacion eléctrica. En este experimento se
demuestra que la activacion parabraquial diaria da lugar a una reduccion de su efecto reforzante,
que se manifiesta, a nivel conductual, en el hecho de que los animales reducen el tiempo de
permanencia en la zona estimulada (Grupo Positivo 1). Por el contrario, cuando la estimulacién
del NPBLe se lleva a cabo en dias alternos (reduciendo a la mitad el nimero de ensayos de
estimulacion), los animales mantienen consistentemente su preferencia por el lugar asociado a la
estimulacion (Grupo Positivo 2). Este novedoso efecto de la estimulacion eléctrica repetitiva del
NPBLe parece coincidir con una de las definiciones propuestas para el proceso de tolerancia, a
saber, un descenso en la respuesta emitida ante una misma dosis de una sustancia adictiva
administrada repetidamente (Taylor & Fleming, 2001; Vetulani, 2001; Koob & LeMoal, 2006).

Resultados similares se producen cuando la region activada eléctricamente es la
Corteza Insular Agranular Posterior (Experimento 8). Los resultados de este experimento
demuestran también que la preferencia por un lugar inducida por la estimulacion eléctrica
intracerebral de la Corteza Insular varia en funcion del nimero de ensayos a los que el animal es
sometido. Asi, cuando la estimulacién eléctrica es administrada diariamente se produce una
reduccion en el efecto reforzante (Grupo Positivo 1), cosa que no sucede en el caso de que los
ensayos de estimulacion se lleven a cabo en dias alternos - reducidos a la mitad- , una situacién
experimental en la cual los animales mantienen una robusta preferencia por el lugar estimulado
(Grupo Positivo 2). Esta disminucion del efecto reforzante de la estimulacion eléctrica tiene
caracter reversible, ya que al incrementar la intensidad de la corriente eléctrica en un 20%
(Gltima fase del Experimento 8), el Grupo Positivo 1 vuelve a recuperar el efecto reforzante de la
estimulacién, mostrando de nuevo una clara preferencia por el lugar asociado a la estimulacion.
Este aumento producido en las nuevas condiciones de estimulacion no incrementa, sin embargo,
el efecto reforzante mostrado por el Grupo Positivo 2. Este efecto de recuperacion, por su parte,
seria compatible con el segundo criterio de tolerancia, a saber, la utilizacién de dosis
progresivamente crecientes permite reproducir y recuperar el efecto recompensante inicial
(Taylor & Fleming, 2001; Vetulani, 2001; Koob & LeMoal, 2006).

Comparativamente, esta reduccion en la eficacia de la estimulacién eléctrica reforzante
producida durante el condicionamiento de preferencia por un lugar no se produce en las tareas
operantes caracteristicas de la AEIC. En ellas, los animales mantienen persistentemente la

conducta instrumental destinada a la autoadministracion de estimulacién eléctrica, sin que se
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observen manifestaciones comportamentales que sugieran una reduccion en su efecto
recompensante (Olds, 1958; Wise & Rompré, 1989). Por otra parte, la ausencia de conductas de
AEIC en el NPBLe y la Corteza Insular Agranular Posterior (Cubero & Puerto, 2000; Simén et al.,
2009; Garcia, 2009), sugiere que el efecto reforzante inducido por la activacion de estas regiones
puede representar un hecho funcional diferencial con respecto a los datos y modelos propuestos
para el caso de la activacion de un circuito general de refuerzo que sustenta las conductas de

autoestimulacion (McGregor & Atrens, 1991).

Los resultados obtenidos en los Experimentos 7 y 8 mediante estimulacion eléctrica de
zonas reforzantes del Sistema Nervioso Central son compatibles, por otra parte, con los datos
aportados por otras investigaciones dentro del contexto de las sustancias de abuso y la
drogadiccion. En ellos, se ha demostrado que la administracién repetida de algunas sustancias,
como la morfina o los psicoestimulantes, puede generar tolerancia en algunas de sus
manifestaciones. Asi, por ejemplo, las drogas opiaceas, consumidas repetidamente van
reduciendo progresivamente su eficacia reforzante, lo cual suele provocar consecuentemente un
incremento en la cantidad consumida, algo que ha sido confirmado de manera dramatica en
roedores (Bozarth & Wise, 1985; Martin et al., 2006).

Mas aun, Winger y Woods (2001) han demostrado que la administracién cronica de
morfina u otros agonistas opidceos provoca un descenso en la respuesta reforzante de diversas
drogas opiaceas, como la propia morfina o la heroina (Sosnowski & Yaksh, 1990; Duttaroy &
Yoburn, 1995).

Incluso en mayor medida que en el caso de la morfina, el consumo repetido de
cannabinoides produce en los seres humanos un marcado descenso en sus efectos
recompensantes, lo cual lleva, de algiin modo, al consumo de dosis cada vez mayores a fin de

conseguir el efecto deseado (Haney et al., 1999; Hart et al., 2002).

Existen una gran variedad de factores que tedricamente pueden contribuir en mayor o
menor medida al desarrollo del proceso de tolerancia. Entre ellos, se podria destacar el
programa de administracion que en el caso de la morfina puede ser responsable, al menos
parcialmente, de la presencia y desarrollo de tolerancia o sensibilizacion. La tolerancia
analgésica, por ejemplo, se promueve mediante una exposicion intensa a la morfina (Duttaroy &

Yoburn, 1995; Eitan et al., 2003), mientras que la induccion de sensibilizaciéon de la actividad
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locomotora, requiere del uso de intervalos interdosis relativamente largos (Kuribara, 1996;
Vanderschuren et al., 1997). Mas concretamente, se ha comprobado que un intervalo interdosis
de 12 horas no induce ni tolerancia ni sensibilizacién de los efectos locomotores de la morfina,
mientras que oftro de 72 horas es suficiente para inducir sensibilizacién (Kuribara, 1996).
Indudablemente, estos intervalos pueden estar en funcion del tratamiento recibido y de cada
prueba comportamental, pero que en el caso de los Grupos Positivo 1 de ambos experimentos, 7
y 8, la estimulacién administrada fue mas frecuente (cada 24 horas) que en los Grupos Positivo 2
(cada 48 horas), un factor que podria sugerir que un intervalo interdosis menor (en los Grupos

Positivos 1) puede haber facilitado la reduccion de su efecto reforzante.

En cualquier caso y de un modo general, se ha demostrado que el uso de sustancias de
abuso siguiendo patron continuo, favorece el desarrollo de tolerancia en el caso de la analgesia y
el refuerzo, mientras que la administracién discontinua o intermitente, suele estar relacionada,
en mayor medida, con el desarrollo de sensibilizacion (Frank et al., 1992; Kreek & Koob, 1998;
Vigano et al., 2003; Hyman et al., 2006; Koob & LeMoal, 2006).

En otro orden de cosas, muchos autores han destacado el papel clave que los procesos
de aprendizaje pueden tener en el desarrollo de la tolerancia. Asi, segun la propuesta de Siegel,
en la tolerancia opiacea siempre subyace una respuesta compensatoria opuesta al efecto de la
droga, una respuesta que se adquiere y extingue de acuerdo a los principios del
condicionamiento clasico (Siegel, 1999; Siegel et al., 2000; Siegel & Ramos, 2002). Este factor
ha podido contribuir a los resultados obtenidos en los experimentos 7 y 8, ya que los Grupos
Positivo 1 recibian la activacion intracerebral el doble de veces que los animales pertenecientes
a los Grupos Positivo 2 mientras permanecian confinados en el compartimento del laberinto
asociado a la estimulacion. Las claves contextuales propias de dicho compartimento podrian
haber adquirido asi un valor incrementado como estimulos condicionados y, asi, propiciar la
aparicion de respuestas compensatorias. De manera similar, se ha comprobado que también la
sensibilizacion de la respuesta locomotora inducida mediante morfina puede verse altamente
potenciada tras una asociacion contingente con claves ambientales distintivas (Badiani et al.,
2000; Vekovischeva et al., 2001; Paolone et al., 2003).

Ademas, otros procesos de aprendizaje, como la habituacion, también pueden participar
en la tolerancia analgésica inducida mediante opiaceos (Tiffany et al., 1992; Cox & Tiffany,

1997). Concretamente, la tolerancia asociativa predomina con intervalos interdosis largos (96
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horas), mientras que la tolerancia a intervalos cortos (6 horas) no parece muy influenciable por

las contingencias contextuales.

En cualquier caso, los mecanismos subyacentes al proceso de tolerancia opiacea estan
lejos de ser bien comprendidos. La mayoria de los cambios bioldgicos que se han propuesto
para explicar la tolerancia opiacea implicarian una disminucién de la actividad de los receptores
opiaceos. Entre estas neuroadaptaciones se incluirian una disminucion de los receptores
opiaceos, la internalizacién o densidad alterada de los mismos, un contenido de proteina G
alterado — por ejemplo, diferentes proporciones entre los subtipos de proteina G -, 0 una sintesis
incrementada del adenilato ciclasa (Rivera & Gintzler, 1998; Turchan et al., 1999; Bohn et al.,
2000; Eckhardt et al., 2000; Gintzler & Chackrabarti, 2006), si bien algunos resultados recientes
ponen en duda que estos mecanismos puedan dar cuenta de la tolerancia opiacea en su
totalidad (Gintzler & Chakrabarti, 2006; Contet et al., 2008). Concretamente, Contet y
colaboradores (2008), al examinar el cerebro de roedores que habian desarrollado tolerancia a
los efectos analgésicos de la morfina (y otros indices de adiccion), concluyen que las
neuroadaptaciones descritas mas arriba no estaban presentes en el sistema limbico de estos

animales.

Quizé los resultados del Experimento 7 también puedan ponerse en relacion con el
denominado “Modelo de los dos estados del receptor opiaceo ”, que propone un equilibrio
inicial entre los receptores activos e inactivos, un equilibrio que, sin embargo, puede ser alterado
a través de la administracion de ligandos (Cruz, Villarreal & Volkow, 1996; Wang et al., 1994). En
este modelo, los agonistas p promueven el estado activo de los receptores, mientras que los
agonistas inversos favorecen el estado inactivo y, finalmente, los antagonistas por su parte, si
bien no perturban el equilibrio, interfieren en las sinapsis de los agonistas y/o los agonistas
inversos (ver figura 43). Es decir, este modelo predice que tras la administracion repetida de
agonistas, la mayoria de los receptores pasaran a estar en estado activo, de manera que una
administracion adicional de agonistas ejerceria un efecto minimo, mientras que un agonista
inverso puede ser muy efectivo (ya que el cambio de estado seria notable, puesto que la mayoria
de los receptores y estarian activos en estas circunstancias). Alternativamente, si la mayoria de
los receptores estan inactivos, los agonistas serian muy efectivos (provocaran que los receptores
de inactivos pasen a un estado de actividad) mientras que los agonistas inversos pueden ser
inefectivos (los cambios de estado activo a inactivo sera pequefio, ya que la mayoria de los
receptores estan, de hecho, inactivos). De acuerdo con todo ello, el que un ligando actie como

agonista parcial, antagonista neutral o agonista inverso parece depender del contexto celular, de
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las condiciones de incubacion in vitro, y del estado de dependencia narcética (Wang et al.,
2004).

Estado de Abstinencia/Aversion Estado Naive Estado de Dependencia /Tolerancia

1 1
7 | 1 o
La mayoria de los : Receptores p Receptores p E La mayoria de los
n | o . . |
receptores y estan : inactivos activos . receptores p estan :
| . |
inactivos ] ] activos '

| Administracién de Morfina >
< Abstinencia espontanea |

Abstinencia precipitada mediante naloxona

Figura 43. Representacion grafica del modelo de los dos estados del receptor opidceo p. Figura adaptada de Cruz y
colaboradores (1996).

En esta linea, se ha comprobado que los receptores opiaceos p, considerados como los
principales mediadores en los efectos analgésicos y adictivos de los opiaceos (Matthes et al.,
1996), mantienen una cierta actividad basal, es decir, estan enddgenamente activos sin
necesidad de la presencia de ligandos (Wang et al., 1994). Sin embargo, esta actividad basal
puede ser regulada mediante un pretratamiento con morfina, algo que da lugar a, al menos, dos
cambios significativos en las propiedades de los receptores y los ligandos. En primer lugar, la
morfina aumenta la actividad basal de los receptores p (Wang et al., 1994; 2000; 2004; Liu &
Prather, 2001; Shoblock & Maidment, 2006), haciendo que persista la actividad basal
incrementada durante prolongados periodos de tiempo (Wang et al., 2004). Por ofra parte, este
pretratamiento con morfina puede afectar a las propiedades antagonistas de la naloxona y la
naltrexona. Asi, la naloxona y la naltrexona por si solas producen poco efecto en los tejidos de

las células que no han sido tratadas, actuando como antagonistas neutrales. Sin embargo, en las
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células pretratadas con morfina, estos farmacos exhiben efectos agonistas inversos que
suprimen la actividad basal y (Wang et al., 1994; Cruz et al., 1996; Liu & Prather, 2001).

En este contexto, podria proponerse que la estimulacion eléctrica del NPBLe puede
haber ejercido sobre los receptores opiaceos p un efecto semejante al producido por la
administracion crénica de agonistas opiaceos, es decir, un incremento en su actividad basal,
caracteristico del estado de dependencia narcética (Wang et al., 1994; 2000; 2004; Liu &
Prather, 2001; Shoblock & Maidment, 2006). En esta situacién, la mayoria de los receptores
estaria activos, por lo que la administracién de agonistas opiaceos (0 de mas estimulacion
eléctrica) apenas provocaria cambios en dichos receptores y, por lo tanto, tampoco podria

generar un efecto reforzante potente.

Los resultados obtenidos en el Experimento 8, en la Corteza Insular Agranular Posterior,
también parecen compartir ciertas caracteristicas con la tolerancia producida con el consumo de
sustancias de abuso. Estos datos podrian tener relacién, de algin modo, con resultados
recientes que relacionan a esta region anatémica con las funciones emocionales relacionadas
con los procesos adictivos (Breiter et al., 1997; Wang et al., 1999a; Sell et al., 2000;
Palchaudhuri & Fliigge, 2005; Contreras et al., 2007; Naqvi et al., 2007). Asi, Bechara y su grupo
han mostrado el caso de pacientes fumadores que han sufrido lesiones de la insula, y que han
perdido el ansia y la necesidad de fumar, lo cual ha facilitado la desintoxicacién sin que se
produzcan recaidas. De hecho, algunos de estos pacientes con dafio en la insula manifiestan

que han dejado de fumar porque su cuerpo “se ha olvidado de fumar” (Naqvi et al., 2007).

En resumen, el capitulo IV de esta Tesis demuestra que el efecto reforzante inducido
mediante la estimulacion eléctrica del NPBLe (Experimento 7) y de la Corteza Insular Agranular
Posterior (Experimento 8) puede verse reducido de acuerdo con el nimero de sesiones de
activacion eléctrica que reciben los animales. Concretamente, mientras la estimulacion eléctrica
intracerebral diaria provoca una disminucién en el efecto reforzante de la estimulacion,
manifestado a nivel conductual en una reduccién del tiempo de permanencia en la zona
estimulada (Grupos Positivo 1), la estimulacion eléctrica en dias alternos (reduciendo asi el
numero de ensayos de estimulacion a la mitad) permite la persistencia del refuerzo, tal y como
se demuestra a través de una consistente preferencia por el lugar asociado a la estimulacién
(Grupos Positivo 2). Como se sugiere mas arriba, estos resultados recuerdan de algiin modo el

caso de la administracion repetida de farmacos opiaceos, unas sustancias inductoras de
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tolerancia particularmente en sus componentes reforzantes, analgésicos y sedativos (Célérier et
al., 2001; Winger & Woods, 2001; Simonnet & Rivat, 2003; Koob & LeMoal, 2006).

Para terminar, conviene destacar el hecho de que los denominados Grupos Positivo 1
de los Experimentos 7 y 8 de esta Tesis, reciben estimulacion eléctrica en dias alternos de
manera no contingente al comportamiento mientras los animales permanecen confinados en la
zona correspondiente del laberinto, asegurando asi que todos ellos reciben estimulacion durante
el mismo periodo de tiempo. En los restantes dias alternos, por el contrario, con ensayos de
condicionamiento de preferencia por un lugar segln la modalidad concurrente, los Grupos
Positivo 1 y Positivo 2 reciben la estimulacién eléctrica de manera contingente a su estancia
voluntaria en el compartimento del laberinto asociado a la estimulacion. Es decir, mientras los
Grupos Positivo 2 solamente reciben estimulacion de manera contingente a su conducta, esto
es, la recepcién o no de estimulacion eléctrica depende de su conducta; los Grupos Positivo 1
reciben, en dias alternos, la estimulacion eléctrica intracerebral segun las dos modalidades,
contingente y no contingente. En estos Ultimos grupos la administracién o no de la estimulacion
no siempre depende de su comportamiento. El examen de la potencial relevancia de esta
variable (administracion contingente / no contingente) para explicar las diferencias observadas
entre los grupos positivos en estos experimentos ha sido el objetivo del noveno y Ultimo

Experimento de esta Tesis.

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Los resultados del Experimento 9 demuestran que la modalidad de administracion de la
estimulacion eléctrica es una variable determinante en la reduccién (o0 no) del efecto
recompensante de la activacion del NPBLe. Los resultados de este experimento revelan que sélo
en el caso de que la administracién de la estimulacidn eléctrica sea pasiva e independiente de la
conducta del animal (es decir, no contingente), se desarrolla tolerancia/habituacion a sus efectos

reforzantes.

Con anterioridad, Steiner y colaboradores (1969) habian demostrado que los roedores
suelen mostrar conductas de escape en respuesta a la estimulacion eléctrica del hipotalamo
lateral cuando ésta era administrada por el experimentador, ain cuando la estimulacion
empleada mantenia los mismos parametros eléctricos con los que previamente se habian

autoestimulado estos mismos animales. Este estudio pone de relieve la potencial influencia que
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el control (o su ausencia) ejercido sobre la exposicion a un estimulo puede desempefiar en la
naturaleza aversiva o apetitiva de la estimulacion cerebral. Posteriormente, otros estudios han
puesto de manifiesto también otros efectos diferenciales relacionados con el hecho de que la
estimulacion eléctrica pueda ser controlada por el propio animal o no, y asi, por ejemplo,
mientras que en el primer caso, s6lo se produce liberacién de dopamina en el sistema limbico
durante el primer ensayo de AEIC, disminuyendo ésta conforme avanza el aprendizaje (Garris et
al., 1999; Kilpatrick et al., 2000), cuando, por el contrario, la estimulacién es administrada de
manera independiente a la conducta del animal no se observa esta reduccién de la respuesta

dopaminérgica al repetir los ensayos.

En este contexto, se ha propuesto incluso que mientras los animales pueden controlar el
nivel de exposicidn a las drogas de abuso en los paradigmas de autoadministracion, no sucede
lo mismo, por ejemplo, en las tareas de Aprendizaje Aversivo Gustativo, lo cual parece sugerir
que este hecho podria explicar la aparicion y desarrollo de preferencias o aversiones,
respectivamente (Hunt & Amit, 1987). Esta hipétesis no resulta compatible, sin embargo, con los
resultados habitualmente observados en las pruebas de Condicionamiento de Preferencias por
un lugar segun la modalidad secuencial. En efecto, durante la aplicacién de este procedimiento
adquisitivo, los animales carecen de control sobre la administracion de las sustancias y, sin
embargo, son numerosos los agentes apetitivos que en estas circunstancias han podido ser
condicionados, agentes tanto naturales (Spyraki et al., 1982; Bechara et al., 1992; Delamater et
al., 2000; Spiteri et al., 2000; Papp et al., 2002; Duarte et al., 2003) como artificiales, como es el
caso de la morfina (MacKey et al., 1985; Leone & Di Chiara, 1987; Bilsky et al., 1990; Suzuki &
Misawa, 1995; Olmstead & Franklin, 1996; Maldonado et al., 1997; Xu et al., 2001; Rezayof et
al., 2002; 2003; Milekic et al., 2006) y la cocaina (MacKey et al., 1985; Masukawa et al., 1993;
Kaddis et al., 1995; Suzuki & Misawa, 1995; Kuzmin et al., 1997; Schildein et al., 1998; Baunez
et al., 2005). Mas aun, se ha demostrado que una misma sustancia, concretamente el etanol,
puede inducir preferencias o aversiones condicionadas en un paradigma de condicionamiento de
un lugar, dependiendo de factores como la dosis utilizada y el momento de la administracion
(Cunningham, Clemans & Fidler, 2002).

Este ultimo experimento de la Tesis Doctoral es, por otra parte, muy similar
procedimentalmente a los estudios llevados a cabo con sustancias de abuso, en los que se

analizan los cambios neuroadaptativos que éstas pueden inducir, sobre todo en lo referente a la
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administracion contingente y no contingente de, por ejemplo, la cocaina y otras drogas
estimulantes, como la metanfetamina (Wilson et al., 1994; Hemby et al., 1997; Stefanski et al.,
1999; 2004; 2007; Stuber, Roitman, Phillips, Carelli & Wightman, 2005; Lecca et al., 2007a;
2007b). En general, los resultados de estos estudios han revelado que la administracién
contingente 0 no contingente de las drogas de abuso suele ser determinante en cuanto a los
efectos diferenciales que provoca a nivel cerebral (Wilson et al., 1994; Hemby et al., 1997,
Stefanski et al., 1999; 2004; 2007; Stuber, Roitman, Phillips, Carelli & Wightman, 2005; Lecca et
al., 2007a; 2007b). Asi, por ejemplo, se ha descubierto que sdlo en el caso de una
administracion no contingente de la cocaina se produce una reduccion en los niveles de los
receptores dopaminérgicos D2 en el caudado-putamen, en la capsula (shell) o en la zona central
(core) del nucleo accumbens (Stefanski et al., 2007). También se ha demostrado que mientras
las drogas estimulantes autoadministradas pueden inducir un incremento en los receptores D2 y
sigmas del area tegmental ventral y de la zona compacta de la sustancia negra (Stefanski et al.,
1999; 2004; 2007), no ocurre lo mismo cuando la administracién de estas mismas sustancias se

produce de manera no contingente.

Por otra parte, al examinar la reaccién dopaminérgica del area central (core) del nucleo
acumbens (mediante técnicas con alta resolucion temporal) se comprueba que la administracion
contingente de cocaina provoca una respuesta transitoria dopaminérgica 1,5 segundos después
de finalizar la conducta de administracién, algo que no se produce (durante los 10 segundos
siguientes) tras la administracion no contingente de la droga. Estos resultados sugieren que la
actividad dopaminérgica generada en esta region (tras la respuesta reforzada) podria estar
relacionada con la asociacién entre la conducta operante, las claves asociadas a la droga y la

propia cocaina (Stuber et al., 2005).

En este sentido, cuando los animales son expuestos a la administracién de cocaina de
manera contingente, se produce una mayor liberacién de dopamina en el nicleo accumbens que
cuando se produce una administracién no contingente (Hemby et al,. 1997; Lecca et al., 2007a),
un incremento de los niveles dopaminérgicos que, por otra parte, también se produce en la
amigdala (Wilson et al., 1994).

Mas aun, se ha demostrado que la cocaina autoadministrada puede aumentar el nivel de
otros neurotransmisores cerebrales, particularmente la serotonina en la amigdala (Wilson et al.,

1994) o la acetilcolina en el nicleo accumbens (Mark, Hajnal, Kinney & Keys, 1999).
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A pesar de estos resultados diferenciales, el efecto de las distintas modalidades de
administracion de las sustancias de abuso sobre los procesos comportamentales no ha sido muy
estudiado hasta el momento. Aunque Zapata y colaboradores (2003) demostraron que el
proceso de sensibilizacion locomotora inducida por la cocaina no se veia afectado por el modo
de administracion, contingente o no contingente, de esta sustancia, los efectos relacionados con

la capacidad reforzante de las sustancias de abuso no han sido estudiados hasta el momento.

El quinto y ultimo Capitulo de esta Tesis Doctoral ha examinado el efecto de la
modalidad de administracion de la estimulacion eléctrica intracerebral, contingente o no
contingente, sobre el comportamiento de los animales, y particularmente sobre su efecto
reforzante. Los resultados obtenidos demuestran que esta variable puede ser determinante en el
mantenimiento o no del efecto recompensante de la estimulacion eléctrica del NPBLe tras una
estimulacion repetida. En este estudio se demuestra que la estimulacién eléctrica del NPBLe
administrada pasivamente, es decir, de manera no contingente a la conducta del animal (pero no
cuando es ofrecida activa o contingentemente), reduce progresivamente el efecto
recompensante de la activacion eléctrica (Experimento 9). Estos resultados estan en la linea de
los estudios de otros autores que han observado efectos diferenciales en funciéon de que la
estimulacion eléctrica sea autoadministrada o no controlada. En esos estudios previos, llegan a
producirse conductas de escape cuando la estimulacién eléctrica es administrada por el
experimentador, a pesar de que dicha estimulacion mantiene los mismos parametros eléctricos
con los que el animal se habia autoestimulado previamente (Steiner et al., 1969). Pero sobre
todo, y aunque los efectos de la modalidad de administracion de las sustancias de abuso sobre
el comportamiento no han sido muy estudiados hasta el momento, existen datos que demuestran
que en muchas ocasiones el efecto que las drogas de abuso ejercen a nivel cerebral esta en
funcién de que la administraciéon se produzca de manera contingente o no contingente a la
conducta del animal (Wilson et al., 1994; Hemby et al,. 1997; Garris et al., 1999; Mark, Hajnal,
Kinney & Keys, 1999; Stefanski et al., 1999; 2004; 2007; Kilpatrick et al., 2000; Lecca et al.,
2007a; 1007Db).
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CONCLUSIONES

La estimulacion eléctrica del nlcleo parabraquial lateral externo (NPBLe) induce
comportamientos de aversién o recompensa en pruebas de condicionamiento hacia
un lugar segun la modalidad concurrente, originando tres poblaciones de animales
diferenciadas: “Negativos” (aversivos), “Positivos” (reforzantes) y “Neutros”
(indiferentes). La administracion de naloxona, un antagonista opiaceo, bloquea el

efecto de aversién hacia un lugar inducido por la activacion del NPBLe.

Asimismo, este efecto aversivo también puede ser bloqueado en pruebas
concurrentes mediante la administracion de tiapride, un antagonista dopaminérgico

selectivo de los receptores D2 y D3.

El bloqueo del aprendizaje mediante la administracién de tiapride parece ser
especifico y no puede ser explicado en términos de una reduccion de la
actividad/movilidad horizontal de los animales, ya que no se produce una reduccion
en el nimero de cruces que realizan los animales para pasar de un compartimento a

otro del laberinto.

La administracion de naloxona bloquea el efecto de preferencia por un lugar inducido

mediante la activacion del NPBLe en tareas de tipo concurrente.
Sin embargo, la administracion de tiapride no interfiere ahora con el desarrollo de

preferencias por el lugar inducidas mediante estimulacién eléctrica del NPBLe en

este tipo de tareas.
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El comportamiento de preferencia hacia un lugar inducido mediante estimulacion
eléctrica del NPBLe también puede producirse utilizando un procedimiento
secuencial de Condicionamiento. Sin embargo, la aversion hacia un lugar inducida
por estimulacion de este mismo subnucleo parabraquial sélo se produce a través de

procedimientos concurrentes.

El potencial reforzante de la estimulacion eléctrica del NPBLe depende del
procedimiento de estimulacion: la activacion diaria, pero no en dias alternos, origina

una reduccion en el efecto reforzante en tareas de condicionamiento hacia un lugar.

Igualmente, la estimulacion eléctrica de la Corteza Insular Agranular Posterior
provoca una reduccidon en su potencial reforzante cuando se lleva a cabo una

administracion diaria.

La disminucion en el efecto reforzante de la estimulacion diaria de la Corteza Insular
Agranular Posterior puede contrarrestarse mediante un incremento del 20% en la

intensidad de la corriente eléctrica utilizada.

La administracion no contingente de la estimulacion eléctrica del NPBLe, a diferencia
de la estimulacién contingente, provoca una notable reduccion en la eficiencia

reforzante de esta intervencién cerebral.
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