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APRENDIZAJE AVERSIVO GUSTATIVO

El Aprendizaje Aversivo Gustativo, también llamado Aprendizaje Interoceptivo o Toxifobia,
se manifiesta en la tendencia a evitar la ingestion de sustancias que previamente han sido
asociadas con malestar de indole gastrointestinal. Tradicionalmente, en el estudio de AAG
en mamiferos la asociacion se establece utilizando estimulos gustativos y un tratamiento
(administracion de CILi, de CINa, rotacion corporal, etc), que suele conducir a la aparicion
de nauseas o malestar gastrointestinal. Este modelo bioldgico de aprendizaje, de manera
similar a otros modelos propuestos (Thompson et al., 1984a y b; Bailey y Kandel, 1986;
Abrams y Kandel, 1988), se ha manifestado de gran utilidad para el estudio e identificacion
de las estructuras y sistemas responsables de los procesos de aprendizaje asociativo y
memoria. Efectivamente, la estrategia del sistema de modelos consiste en seleccionar un
organismo capaz de exhibir un rango de fendmenos conductuales y cuyo sistema nervioso sea
susceptible de ser manipulado neuroanatomica, neurofarmacoldgica y neurofisiolégicamente
con el objetivo de conocer en detalle como el sistema nervioso controla una conducta dada
(Thompson, 1987). Ademds, la posibilidad de integrar los modelos biolégicos con otros
modelos tedricos como los de redes neuronales aumenta la esperanza de explicar todos los
aspectos conductuales que se observan en el aprendizaje y la memoria (Donegan et al., 1989;
Ito, 1994).

Cada aproximacion y modelo tiene sus ventajas particulares. Asi, las preparaciones
en invertebrados estudian funciones conductuales controladas por ganglios formados por un
relativamente pequefio nimero de neuronas lo que permite su identificacién y estudio en
detalle, pudiendo correlacionar los cambios observados en una célula concreta con las
modificaciones conductuales impuestas. El estudio del Condicionamiento Cldsico (CC) de la
membrana nictitante del conejo, por ejemplo, cuenta, por una parte, con la ventaja de que
ha permitido conocer el circuito anatémico que subyace a esta respuesta y, por otra, con la
posibilidad de generalizar los resultados obtenidos a otros mamiferos incluidos los humanos.

En cuanto a algunas de las ventajas y peculiaridades desde el punto metodolégico que
aporta el estudio del AAG, vienen dadas por las propias caracteristicas de este aprendizaje
y se describen a continuacion.

Rapidez de adquisicién. Una tnica presentacion del estimulo gustativo junto a algunas
modalidades de malestar visceral puede ser suficiente para establecer este aprendizaje tanto
en condiciones naturales como en el laboratorio (Garcia, 1990). Este aspecto, junto al
fenémeno conocido como Neofobia o tendencia a rechazar alimentos nuevos, proporcionan
un claro componente de supervivencia al AAG. Efectivamente, la posibilidad de establecer
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la asociacion en un unico ensayo evita el consumo posterior del producto que ha provocado
la intoxicacion o el malestar. La Neofobia, por su parte, impedird tomar grandes cantidades
de un producto cuyas consecuencias viscerales se desconocen y explica, ademds, el que un
estimulo nuevo, frente a otro ya conocido, se asocie preferentemente con el malestar visceral
experimentado (Garcia, 1989). Respecto al componente supervivencial de este fenémeno,
resultan de gran interés los estudios llevados a cabo por Alberts en ratas recién nacidas
observando y analizando lo que €l denomina Bloqueo de la Toxifobia, es decir, la ausencia
de rechazo a la leche que se succiona cuando se asocia con la administracion de CILi. Este
bloqueo desaparece a los 20 dias, cuando los animales, ya destetados, tienen acceso a otros
alimentos ademds de la leche materna. El bloque se explica, pues, como una adaptacion
ontogénica que trataria de evitar que se aborrezca la leche materna (Alberts, 1987).

Intervalo entre estimulos. Los paradigmas tradicionales de condicionamiento establecen como
requisito imprescindible la contigiiidad temporal entre estimulos, admitiendo un margen entre
ellos de tan sélo unos pocos segundos para que pueda tener lugar una asociacién efectiva.
Sin embargo, en el AAG se han utilizado intervalos que van desde diez minutos hasta horas
y ello sin que la efectividad del aprendizaje se resienta. La posibilidad de introducir
tratamientos experimentales en ese intervalo de presentacion entre los estimulos, convierte
al AAG en un procedimiento tnico para el estudio de los procesos centrales responsables de
la formacién del aprendizaje y la memoria (Gaston, 1978).

Especificidad estimular. Este punto contradice igualmente los principios tradicionales del
aprendizaje pero cada vez son mds las voces que afirman que la mayoria de los animales
estin predispuestos/"preprogramados” para aprender determinadas tareas de una forma
particular. Se sabe, por ejemplo, que una sefial audiovisual es un mal indice para el
establecimiento de un AAG pero resulta idéneo para la consecucion de un condicionamiento
de evitacion de un shock eléctrico, mientras que lo inverso seria igualmente valido para el
gusto, produciéndose asi una dicotomia que Garcia explica en términos evolutivos y de
seleccion natural (Garcia, 1989). En cualquier caso, para establecer un AAG el estimulo mds
relevante es siempre aquel que estd relacionado con la identificacion de alimentos, y asi, el
gusto es el estimulo que los mamiferos asocian preferentemente con enfermedad

gastrointestinal mientras que la visién puede ser mds eficaz en otras especies como las aves
(Gaston, 1978).

Sefiales contextuales como audicién, tacto, temperatura, etc.” pueden volverse
aversivas si se asocian con malestar gastrointestinal pero para ello se requieren altas dosis
del estimulo nocivo y sucesivos ensayos de adquisicién, aunque en ningiin caso las

3



A.A.G.

asociaciones son tan fuertes como las observadas tras la utilizacién del gusto, a excepcién
de los pacientes sometidos a tratamiento de quimioterapia en los que la nausea y el vémito
pueden se facilmente condicionados con sefales contextuales (Meachum y Bernstein, 1992;
Garcia, 1989; Garcia, 1990). En cuanto al olfato, al igual que los indices contextuales
mencionados, se ha comprobado que solamente es efectivo para producir AAG bajo
determinadas circunstancias de intensidad y cualidad (Panhuber, 1982) y siempre que sea
seguido inmediatamente por el agente toxico (Garcia, 1989; Bermudez-Rattoni et al., 1989).
Sin embargo, la contigiiidad en tiempo y espacio del gusto y del olfato da lugar a lo que se
conoce como potenciacion gustativa indicando con ello que una senal olfativa débil para
establecer AAG puede aumentar su fuerza asociativa al ser unida al gusto (Coburn et al.,
1984; Garcia, 1989; Bermudez-Rattoni et al., 1989).

Independencia de la respuesta. Frente al paradigma tradicional de Condicionamiento Cldsico
(CC) basado en la relacion E-R, el AAG puede establecerse en animales curarizados,
impedidos por tanto para emitir cualquier tipo de respuesta o movimiento (Puerto, 1980).

Aunque se ha logrado alguna de estas condiciones mencionadas en otros paradigmas
de aprendizaje, tan sélo en el AAG es posible conseguirlas todas ellas simultineamente
(Molina y Puerto, 1981). Este hecho, que proporciona el rasgo mads distintivo de esta
modalidad de asociacién, es también el que obliga a cuestionar la universalidad del
paradigma E-R. De hecho, los diversos intentos de encuadrar AAG dentro del
Condicionamiento Cldsico aludiendo a diferencias cuantitativas entre ambos (Logue, 1979),
no han sido en modo alguno concluyentes (ver revision en Molina y Puerto, 1981 y Agiiero,
1990).

El AAG comparte algunos aspectos con el condicionamiento pavloviano como son la
necesidad de integracion neuronal de dos estimulos (Estimulo Condicionado (EC) y Estimulo
Incondicionado (EI) en el Condicionamiento Cldsico e identificados en el paradigma de AAG
con el gusto y el disconfort visceral) y un cambio en la significacion de uno de los estimulos
como resultado de la asociacién. Pero parece claro que el AAG limita dos grandes principios
del CC como son la contigiiidad entre EC-EI y la equipotencialidad estimular (Garcia, 1990;
Chambers, 1990), conceptos que, por otra parte, empiezan a ser cuestionados también por
los mismos estudiosos del condicionamiento pavloviano (Rescorla, 1988a y b). En cualquier
caso, "ya es historia el que estas diferencias alteran el entramado tedrico del aprendizaje"
(Chambers, 1990) por lo que la opinidn actual mds generalizada es asumir que son todas
estas notas distintivas y caracteristicas de AAG las que permiten encuadrarlo dentro de los
aprendizajes bioldgicamente especializacos, destinados a garantizar la supervivencia del
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organismo frente al medio y, a través de €l, aprovechar las posibilidades que esta forma de
aprender ofrece para el estudio de las diversas modalidades del aprendizaje y la memoria.

La dimension de supervivencia del AAG explica, por otra parte, la universalidad de
este aprendizaje que ha sido observado en todas las especies estudiadas incluida la humana.
De hecho, una manifestacion especialmente dramdtica de este aprendizaje es la que se
observa en enfermos de cdncer sometidos a un tratamiento de quimioterapia y radioterapia
que les provoca fuertes nauseas y vomitos y que desarrollan con gran facilidad aversiones
condicionadas hacia los alimentos que ingieren (Bernstein, 1985).

Y explicaria, asimismo, el que los organismos posean una predisposicion innata a
desarrollar este aprendizaje, si bien, factores experienciales pueden actuar sobre dichas
predisposiciones. Por ello, ha podido demostrarse que la fuerza de una aversion condicionada
estd en funcidn de las conexiones innatas, del nimero de veces que se asocia un sabor con
malestar y del nimero de exposiciones a ese sabor sin la experiencia de enfermedad
(Chambers, 1990).



BASES ANATOMICAS DEL AAG

La constatacion experimental de que el gusto es el estimulo que preferentemente se asocia
con disconfort gastrointestinal, ha sido explicada a nivel tedrico por Garcia mediante la
Teoria Neuroanatomica que atribuye esa asociacion a la convergencia anatomica de la
informacién visceral y gustativa en distintas estructuras del S.N.C. Garcia apuntaba
concretamente hacia el Nucleo del Tracto Solitario (NTS), grupo celular situado en el Bulbo
raquideo. Pero la bisqueda de posibles lugares de integracion ha estado plagada de resultados
inconsistentes. A la disparidad de resultados ha podido contribuir las diferentes metodologias
utilizadas en el estudio del AAG, consistiendo las principales diferencias metodoldgicas en
utilizar distintos sabores, distintos agentes toxicos, distintos intervalos entre el estimulo
gustativo y el aversivo, un sélo ensayo frente a varios, pruebas de una o dos elecciones y
diferentes niveles de privacion (Gaston, 1978). En cualquier caso, entre las zonas que
podrian ser lugares de convergencia y cuya participacion en AAG ha sido estudiada estd el
Complejo Parabraquial pontino, compuesto por varios submicleos cuyas implicaciones
funcionales en AAG se intentan delimitar actualmente, como habrd ocasién de comprobar y
analizar a lo largo del presente trabajo.

Otra zona igualmente estudiada en este contexto es la Amigdala ya que recibe
informacion visceral y gustativa (Norgren, 1990; Ricardo y Koh, 1978) aunque no existe
acuerdo acerca de cual es el micleo amigdalino relevante para AAG ni del papel especifico
que podria desempeifiar. Diversos estudios (Nachman y Ashe, 1974 citados en Gaston, 1978,
Bermudez-Rattoni, 1989) han comprobado que las lesiones en el Niicleo basolateral impiden
el aprendizaje y la retencién de una tarea de AAG. Sin embargo, recientemente se ha visto
que dicho resultado se obtiene tan s6lo con lesiones electroliticas, mientras que las lesiones
que respetan fibras de paso no tienen efecto sobre este aprendizaje, lo que podria indicar que
el efecto observado en las lesiones electroliticas podia deberse, por ejemplo, a la intervencion
sobre la informacién que desde niveles subcorticales se dirige hacia el cortex insular (Dunn
y Everitt, 1988; Chambers, 1990). Estos resultados, junto a lo observado en otros
aprendizajes y en estudios con estimulacién, hacen pensar en una influencia emocional de la
Amigdala sobre AAG mds que en una influencia directa sobre el aprendizaje asociativo
(Gaston, 1978; Dunn y Everitt, 1988).

El cortex insular, donde convergen asimismo informacién visceral y gustativa
(Fulwiler y Saper, 1984; Norgren y Pfaffmann, 1975; Dell y Olson, 1951a; Ito, 1992), ha
sido otra zona ampliamente estudiada en relacion al AAG y de nuevo con resultados
contradictorios. Asi, lesiones con dcido iboténido, aspiracion o la inhibicién de la sintesis de
proteinas en el cortex insular atendan la adquisicion de un AAG (Dunn y Everitt, 1988;
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Rosenblum et al., 1993; Kiefer y Orr, 1992) mientras que la utilizaciéon de 6-
hidroxidopamina (Fernandez-Ruiz et al., 1993) o la depresion propagada de dicha zona (Lehr
y Nachman, 1973; Gallo y Bures, 1991), bloquea el aprendizaje, si bien, es cierto que este
ultimo procedimiento puede tener consecuencias similares al malestar visceral siendo aversivo
por si mismo y obscureciendo por tanto el papel del cortex en AAG (Gaston, 1978). Kiefer
y Orr (1992) han introducido recientemente una interesante posibilidad funcional para el
cortex insular al sugerir que la dificultad para adquirir un AAG que se observa en animales
a los que se les ha eliminado esta zona estribaria en la incapacidad de realizar el
caracteristico cambio hedonico del gusto que se observa tras la adquisicion de un AAG
(Chambers, 1990). Es decir, los animales con lesiones en el cortex insular pueden aprender
a evitar consumir un sabor si se asocia con malestar, pero ese sabor no es percibido como
desagradable por lo que su rechazo es mds dificultoso, recordando este proceso a lo que se
observa en personas que padecen alergias a determinados alimentos (Kiefer y Orr, 1992).

Pero, l6gicamente, en el estudio de las bases neurales del AAG no sélo se han tenido
en cuenta los lugares probables de integracion, sino que a su conocimiento ha contribuido
igualmente la atencion prestada a las vias de transmision de ambos estimulos, visceral y
gustativo, que se analizan a continuacion.

Informacién gustativa

El Sistema gustativo ha sido uno de los procesos sensoriales que menos atenciéon ha
merecido, al contrario de lo que ha ocurrido con visién o audicién, por ejemplo (Norgren
y Leonard, 1971). Por este motivo, ha habido un gran desconocimiento tanto de los
mecanismos periféricos como centrales que intervienen en el proceso gustativo. A la
superacion de este vacio de conocimientos han contribuido, por una parte, los estudios de
Norgren (Norgren, 1990) y, por otra, el desarrollo de modernas técnicas electrofisiolégicas
que, al permitir el acceso hasta las células gustativas, han posibilitado la descripcién de los
mecanismos de deteccién y transduccion de la sefial gustativa, asi como las relaciones que
establecen entre si las células gustativas y los neurotransmisores y hormonas que intervienen
sobre ellas (Roper, 1992; Gilbertson, 1993).

Las células gustativas son sensores quimicos situados en el segmento inicial del tracto
digestivo, la cavidad oral. Papilas gustativas se encuentran, por tanto, en la mitad anterior
y posterior de la lengua, en el paladar, faringe, epiglotis y laringe. La informacion gustativa
procedente de estos drganos periféricos alcanza el Sistema Nervioso Central a través de tres
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nervios periféricos: informacién proveniente de los dos tercios anteriores de la lengua, la
base de la boca y el paladar es transmitida mediante la cuerda del timpano y el petroso
superficial mayor, ramas del Nervio Facial (VII par craneal), la informacion gustativa del
tercio posterior de la lengua es conducida mediante la rama lingual del Nervio Glosofaringeo
(IX par craneal) y la rama laringea superior del Nervio Vago (X par craneal). Esta
disgregacion en la transmision periférica del gusto es la responsable de la dificultad que
existe para eliminar totalmente dicha sensacién o para diferenciarla de otras sensaciones
como la térmica o la tdctil y, por tanto, de la dificultad de evaluar los déficits gustativos
producidos por lesiones centrales (Norgren, 1990).

La informacion sensorial recogida por esos tres nervios craneales llega al tercio rostral
del Niicleo del Tracto Solitario (NTS), algunas veces llamado miicleo gustativo (Nauta, 1987)
y que constituye la primera estacién de relevo gustativo a nivel central (Norgren y Leonard,
1971). El NTS es un agregado de cuerpos celulares orientado rostro-caudalmente en forma
de Y. En la rata, el limite rostral viene dado por el polo caudal del micleo motor facial,
lateralmente estd préximo a las paredes del IV ventriculo y al Area Postrema y caudalmente
finaliza en el nivel mds bajo de la decusacion piramidal (Barraco et al., 1992).

Registros electrofisiolégicos han confirmado que la informacion gustativa procedente
de zonas posteriores de la cavidad oral se sitiia en el NTS rostral mds caudalmente que la
informacién que procede de zonas bucales mds anteriores (Halsell et al., 1993). Hasta el
momento se desconocen los limites caudales exactos para las neuronas gustativas (Norgren,
1990) pero parece que, al menos en el rata, las respuestas gustativas a la estimulacion de la
lengua posterior estdn restringidas a una estrecha franja situada en la mitad del NTS ("NTS
intermedio") que también recibe informacién tictil desde esa misma zona (Halsell et al.,
1993). La informacion que converge en esta zona, asi como las conexiones anatomicas que
establece con otras estructuras, implican al NTS intermedio en la regulacién de reflejos
ingestivos que requieren la integracion de informaci6n gustativa, somatosensorial y humoral
(Barraco et al., 1992). Ademds, la estimulacion eléctrica de esta zona con patrones
temporales similares a la sacarosa y la administracién de CILi es suficiente para establecer
el AAG (Di Lorenzo y Hecht, 1993).

En roedores, la informacién gustativa procedente del NTS pasa por el Nicleo
Parabraquial medial (PBNm) -drea gustativa pontina (Norgren y Leonard, 1971)-, para
alcanzar después el Tdlamo (Tdlamo gustativo), en concreto, registros electrofisiologicos han
identificado el Tdlamo gustativo con la division parvicelular del nicleo taldimico ventral
posteromedial (Norgren y Leonard, 1971; Norgren y Pfaffmann, 1975). En primates, y
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posiblemente en el hombre, parece que los axones gustativos del NTS ascienden
ipsilateralmente, mediante el haz tegmental central, hasta el revelo talimico lo que no
descarta, en principio, un papel para el NPBm en respuesta a estimulos gustativos en estas

especies (Norgren, 1990).

Al parecer, la sefial gustativa sufre transformaciones al llegar a cada una de estas
estaciones de relevo, por ello las contribuciones funcionales al sistema gustativo del NTS,
del NPBm y del Tdlamo gustativo podrian ser distintas tal y como se observa tras lesiones
situadas en cada una de dichas estructuras (Flynn et al., 1991).

Anatémicamente, se han descrito proyecciones directas desde neuronas del drea
gustativa pontina y desde el Talamo gustativo hasta zonas corticales (Fulwiler y Saper, 1984;
Norgren y Pfaffmann, 1975; Norgren, 1990; Dunn y Everitt, 1988). Pero una vez mads han
sido los registros electrofisiolégicos de neuronas individuales los que han permitido localizar
el cortex gustativo primario en una zona alrededor del operculum frontal y de la insula
anterior, identificando en dicha zona una proporcion consistente de células que responden a
estimulacién quimica desde la cavidad oral (Plata-Salamdn y Scott, 1992; Plata-Salaman et
al., 1993). Estos estudios, ademds, han revelado una serie de caracteristicas propias del
cortex gustativo, y asi, se sabe, por ejemplo, que el porcentaje de células gustativas que
posee es muy reducido en comparacién con lo que se observa en el cortex visual o auditivo
(Plata-Salamadn et al., 1992), que alrededor del 80% de las células gustativas corticales estdn
dedicadas a la identificacién de los sabores salado y dulce, y que no hay indicios de que
exista una organizacién topografica en el cortex gustativo aunque podria contar con una
organizacién columnar, aspecto que no ha sido confirmado atin (Plata-Salamadn et al., 1993).
Por otra parte, técnicas electrofisiologicas han permitido asimismo comprobar que neuronas
gustativas del NPB medial responden ante estimulacién eléctrica del cortex gustativo
apoyando asf los datos anatémicos que indicaban la existencia de proyecciones directas desde
el cortex insular hasta el NPB (Di Lorenzo y Monroe, 1992).

Neuronas gustativas se han localizado también en Amigdala e Hipotdlamo (Norgren,
1990) y, en general, las amplias relaciones que establece el NPBm con estructuras limbicas
(Fulwiler y Saper, 1984) han relacionado la informacién gustativa de estas zonas con los
aspectos hedénicos del sabor. Informacién gustativa parece alcanzar igualmente al cortex
cerebelar (Scalera y Benassi, 1939; Hanamori y Ishiko, 1987; Hanamori et al., 1986)
probablemente a través de una conexién procedente del NTS (Brooks, -1986).
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Informacion visceral

La complejidad y riqueza aportada por la informacion procedente del drea visceral,
incluyendo el tracto digestivo, se ha puesto de manifiesto con estudios desarrollados en los
ultimos anos que han llevado, incluso, a reconsiderar algunas ideas tradicionales sobre
enterocepcion. Asi, se sabe que las aferencias que se originan en el drea visceral aportan
informacion acerca del estado mecdnico (grado de distension, contraccion, etc), del estado
fisicoquimico (temperatura, tipo de nutrientes, etc) y de la presencia de hormonas y
neuropéptidos en el tracto digestivo, ademds de informar acerca de condiciones patolégicas
mediante sefiales nociceptivas. Puesto que esta diversidad de informacién es recogida por
estructuras simples (terminales libres generalmente) se ha propuesto que distintos mecanismos
en una misma terminaciéon nerviosa podrian responder a diversa estimulacion. Ademds, la
complejidad de la informacidn recogida en el tracto digestivo parece implicar a las sefales
digestivas en una gran variedad de conductas complejas (Mei y Lucchini, 1992).

Hay, pues, considerable evidencia de la deteccion neural de todos los aspectos que
intervienen en la ingestion y de que receptores situados a lo largo del tracto digestivo y
Organos viscerales reciben dicha informacidn visceral y la transmiten a diferentes niveles del
Sistema Nervioso Central (Novin, 1983). Estas aferencias viscerales se transmiten mediante
los nervios espldcnicos pero, sobre todo, por el Nervio Vago. Efectivamente, una buena parte
de la informacion sensorial del sistema gastrointestinal transcurre por medio de la rama
parasimpdtica del Sistema Nervioso Auténomo, el nervio Vago (Simansky et al., 1982;
Jerome y Smith, 1982; Jerome y Smith, 1984; Sakaguchi y Yamazaki, 1986). Este nervio
aporta fibras de células quimiorreceptoras de la pared del tracto digestivo y realiza sinapsis
en los dos tercios caudales del NTS (Nauta, 1987). El NTS seria, pues, la primera estacion
de relevo de estas aferencias a nivel central, y en concreto, estudios neuroanatémicos y
electrofisiologicos han demostrado que las aferencias vagales viscerales alcanzan los
subniicleos medial y gelatinoso del Nicleo del Tracto Solitario caudal (Knox et al., 1994;
Fitzakerley y Lucier, 1988; Cecheto, 1987; Koga y Fukuda, 1992).

El NTS caudal se sitia adyacente a la linea media del Bulbo dorsal y en el hombre
estd formado por 10 subnicleos cuya homologia arquitectonica con los respectivos nicleos
de otras especies mds estudiadas, como la rata o el gato, permite deducir que la funcién, la
neuroquimica y las conexiones del NTS caudal serdn también equivalentes en el hombre
(Hyde y Miselis, 1992). Aferencias viscerales vagales a nivel del Bulbo se han detectado
asimismo en el Nicleo dorsomotor del Vago, en el Nicleo Cuneatus externo, en el Area
Postrema, en el Nicleo Ambiguo y en el submicleo principal de la Oliva Inferior (Kalia y
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Mesulan, 1980; Knox et al., 1994; Fitzakerley y Lucier, 1988; Yousfi-Malki y Puizillout,
1994; Kobashi et al., 1993; Gieroba y Blessing, 1994; Yamamoto et al., 1992).

De la zona caudal del NTS partiria posteriormente un tracto ascendente paralelo al
lemnisco gustativo que se interrumpe sélo en parte en el NPB (Loewy y Burton, 1978),
continuando después no hacia el Tdlamo sino hacia el Hipotdlamo y Amigdala (Ricardo y
Koh, 1978).

Ademds de esta conexion anatomica, estudios electrofisioldgicos y conductuales han
detectado la presencia de informacidn visceral vagal en el NPB (Rogers et al., 1979;
Hermann y Roger, 1985; Agiiero y Puerto, 1986; Agiiero, 1990; Agiiero et al., 1991c;
Gieroba y Blessing, 1994; Yamamoto et al., 1992; Kobashi et al., 1993; Suemori et al.,
1994), Mesencéfalo (Bechara et al., 1993), Tdlamo ventral, Hipotdlamo, Amigdala y Cortex
Insular (Dell y Olson, 1951a y b; Rogers et al., 1979; Ito, 1992). Todas estas zonas son
conocidas por su participacion en la transmision de informacion visceral general que, en el
caso de las estructuras mas anteriores, les llegaria mediante conexiones directas desde el NTS
o bien mediante un relevo en el NPB (Cecheto, 1987; Fulwiler y Saper, 1984; Ricardo y
Koh, 1978). Ademds, las conexiones son reciprocas lo que podria interpretarse como un
mecanismo de control para modular reflejos viscerales (Barraco et al., 1992).

De lo anterior se deduce, por tanto, la existencia de caminos paralelos para las
aferencias viscerales vagales y el sistema gustativo central, asi como la coincidencia de
dichas informaciones sensoriales en diversas estructuras nerviosas (Hermann y Roger, 1985;
Cecheto, 1987; Rogers et al., 1979; Di Lorenzo y Monroe, 1992) que representaria la
confluencia anatémica tedricamente relevante para el Aprendizaje Interoceptivo.

El otro sistema con que cuenta el organismo para conducir la informacion visceral
hasta estructuras superiores del SNC es la via humoral. Este sistema de transmision
permitiria, por ejemplo, que centros nerviosos detectaran sustancias toxicas presentes en el
sistema circulatorio.

Una estructura claramente implicada en la deteccion de sustancias transmitidas por
via humoral es el Area Postrema (AP), que en la mayoria de los mamiferos se trata de una
estructura bilateral que ocupa la pared del extremo caudal u obex del IV ventriculo
(Strominger et al., 1994). Esta zona, que estd muy vascularizada, se encuentra ademads libre
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de Barrera Hematoencefdlica, lo que la convierte en una estructura plenamente capacitada
para recibir informacion visceral transmitida por la sangre y transmitirla a elementos neurales
en el SNC. De hecho, se trata de una zona quimiorreceptora que participa en gran medida
en los mecanismos del vomito (Borison, 1974) y cuyas células responden a variados
estimulos eméticos como CILi, apomorfina o distension gdstrica (Tsukamoto y Adachi,
1994). Dada esta caracteristica, y puesto que AP también recibe aferencias vagales (Kalia y
Mesulan, 1980; Gieroba y Blessing, 1994;), podria tratarse de una estructura donde dicha
informacion vagal y la procedente de productos quimicos nocivos circulantes en sangre y que
no consiguen atravesar la Barrera Hematoencefdlica se integrasen y fuesen transferidas hasta
otras zonas como el NPB (Langa y Van der Kooy, 1985; Suemori et al., 1994) aunque
algunos estudios no han logrado observar una masiva conexion eferente desde AP hasta el
NPB (Papas y Ferguson, 1990; Strominger et al., 1994).

Por otra parte, AP mantiene conexiones anatémicas con NTS pudiendo
proporcionarle, por tanto, informacion adicional a la visceral vagal (Barraco et al., 1992),
de manera que la zona quimiorreceptora (AP) podria enviar sefales acerca de factores
humorales a zonas relevantes para la iniciacion del vomito (Fukuda y Koga, 1992; Koga y
Fukuda, 1992; Strominger et al., 1994) o para modular la actividad del NTS (Cai et al.,
1994). Esas relaciones, ademds, son reciprocas y, de hecho, se sabe que informacién
gustativa procedente del NTS llega hasta AP (Coil y Norgren, 1981) por lo que tedricamente
podria tratarse de otra zona mds de interrelacidon gustativo-visceral (ver revisiéon Gallo,
1987). Se ha comprobado, sin embargo, que esta asociacion no es suficiente como sustrato
bioldgico del Aprendizaje Interoceptivo (Agiiero et al., 1993b).

El hecho de que la informacion visceral pueda transmitirse mediante dos mecanismos,
humoral y nervioso, llevé a nuestro laboratorio a plantearse la cuestion de si esa informacién
era redundante o si el organismo utilizaba una u otra dependiendo de las demandas de una
situacion concreta. En principio, y dadas las diferentes caracteristicas de ambas, cabia pensar
que la variable tiempo podria ser un factor decisivo. Es decir, parecia razonable pensar que
cuando la informacién visceral requiriese ser transmitida de forma rdpida hasta estructuras
nerviosas superiores, se utilizara la via nerviosa, siendo entonces fundamental el nervio
Vago. Si, por el contrario, las exigencias de tiempo no fueran tan cruciales, la informacién
visceral podria alcanzar estructuras nerviosas utilizando la via humoral. Hay que decir que
estas hipdtesis se han visto confirmadas en nuestro laboratorio.
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Aprendizaje Interoceptivo a Largo Plazo o Demorado

De acuerdo con la Teoria anatémica que proponia Garcia y si, como €l afirmaba, la
convergencia gustativo-visceral se realizaba en el NTS, el aprendizaje deberia verse impedido
si se vagotomizaba al animal. Es decir, AAG no podria tener lugar si se eliminaban las
aferencias viscerales que el Vago transmitia al NTS.

Esto, sin embargo, no se ha visto confirmado ya que diversos estudios (Martin et al.,
1977; Arnedo y Puerto, 1986; Arnedo, 1987) han informado que la vagotomia no interrumpe
un AAG establecido siguiendo los pardmetros caracteristicos de este aprendizaje, es decir,
dilacion entre la presentacion del estimulo gustativo y el aversivo (15 minutos), un sélo
ensayo y CILi como inductor del malestar visceral, producto frecuentemente utilizado en este
tipo de paradigmas precisamente por sus efectos viscerales tan negativos (Nachman y Ashe,
1973).

Estudios posteriores realizados en nuestro laboratorio han permitido explicar estos
resultados y también resaltar la importancia de adecuar las condiciones experimentales
(estimulo aversivo utilizado, paradigma de aprendizaje, dilacién temporal, etc.) a la via de
transmision visceral que vaya a utilizarse.

En esta modalidad a Largo Plazo, el aprendizaje puede ser facilmente inducido en un
s6lo ensayo, introduciendo una demora de 15 minutos entre ambos estimulos (aversivo y
gustativo) y utilizando una diversidad de agentes como estimulos viscerales negativos: sulfato
de cobre (Coil y Norgren, 1981), estimulacion eléctrica de AP (Gallo et al., 1988), metil-
nitrato de escopolamina (Gallo et al., 1990), rotacién corporal (Gallo y Puerto, 1986; Gallo
et al., 1991) y CILi (Arnedo, 1987).

Ahora la informacidn visceral que se transmite por via humoral parece ser
fundamental para el establecimiento de AAG y, como ya se vié mds arriba, AP es una
estructura clave a la hora de detectar alteraciones en el sistema humoral y cuyas células
pueden responder especificamente a la administracion de CILi o apomorfina (Tsukamoto y
Adachi, 1994). Pues bien, lesiones en esta zona impiden claramente el establecimiento de
AAG en la condiciones anteriormente descritas (Ritter et al., 1980; Coil y Norgren, 1981;
Gallo y Puerto, 1986; Gallo et al., 1990; Bernstein et al., 1992) y que denominamos
Aprendizaje a Largo Plazo o Demorado.
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Sin embargo, si esas condiciones son modificadas introduciendo, por ejemplo, mas
ensayos o estableciendo contigiiidad temporal entre estimulos, se observa entonces que la
lesion de AP o no impide el aprendizaje o simplemente lo atenda (Gallo y Puerto, 1986;
Gallo et al., 1990; Arnedo et al., 1990). Este hecho parece indicar que cuando el aprendizaje
no se ajusta estrictamente a los requisitos caracteristicos de AAG, AP pierde su primacia y
que otras estructuras podrian estar actuando en su lugar.

Pero, ademds, esos mismos resultados se obtenian si, manteniendo este paradigma de
aprendizaje con dilacidn, se utilizaba CINa como estimulo aversivo. Es decir, en este caso
la lesion de AP no interrumpe el aprendizaje a Largo Plazo y los animales establecen sin
dificultad la asociacidn entre estimulo gustativo y aversivo (Arnedo et al., 1990). AP, por
tanto, no parece ser fundamental en el procesamiento visceral de este producto concreto.

Por otro lado, AP envia informacidn directa a uno de los subniicleos del Nucleo
Parabraquial (PBN) troncoencefdlico, en concreto, al lateral (PBNI) (Yamamoto et al., 1992;
Langa y Van der Kooy, 1985). Pruebas conductuales realizadas en nuestro laboratorio han
implicado a este subnucleo en la transmision de informacién visceral. Y asi, se ha
comprobado que su lesion reduce el AAG en las mismas condiciones en las que este
aprendizaje era interrumpido tras lesion de AP: administrando el estimulo aversivo (CILi)
15 minutos después de la presentacion del estimulo gustativo (Agiiero et al., 1993a)

La informacion visceral por via sanguinea parece, pues, fundamental para establecer
AAG a largo plazo con CILi. Lo mismo puede decirse de AP y de PBNI, estructuras que
reciben esa informacion.

Aprendizaje Interoceptivo a Corto Plazo o simultineo

La existencia de un mecanismo que procese rdpidamente la informacidén visceral y que sea
relevante en AAG, también ha sido demostrada conductualmente en nuestro laboratorio. Para
ello, se ha utilizado un paradigma de aprendizaje distinto del anterior.

Efectivamente, puesto que se pretende estudiar la relevancia de un sistema de
procesamiento informativo rdpido, las condiciones experimentales deben de tener en cuenta
este hecho. Es por ello por lo que se emplea un paradigma de discriminacién simultinea o
Aprendizaje a Corto Plazo. En €l los animales aprenden a discriminar entre dos estimulos
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que se presentan al mismo tiempo, uno de ellos asociado con administracion simultdnea de
un producto aversivo y otro sin consecuencias negativas (Deutsch, Molina y Puerto, 1976).

La relevancia de este sistema en AAG se ha comprobado al observar que los animales
sometidos a esta tarea aprenden facilmente una asociacidon de este tipo en la que se emplea
como producto aversivo CINa (Arnedo et al., 1990).

En este aprendizaje se produce simultaneidad entre estimulos, varios ensayos, etc.,
y en su establecimiento parece jugar un papel clave el Nervio Vago. De hecho, la
interrupcion del mismo a distintos niveles impide este aprendizaje (Arnedo y Puerto, 1986;
Arnedo et al., 1990; Arnedo et al., 1991; Arnedo et al., 1993).

Por otra parte, y dentro del eje Nervio Vago-PBN, el Niicleo Parabraquial medial
(NPBm) es el siguiente enlace anatémico examinado y estaria implicado tanto en la
transmision de informacién gustativa (Agiiero y Puerto, 1986; Agiiero et al., 1991b) como
visceral. De hecho, su integridad es necesaria para establecer un aprendizaje en tareas de
discriminacion simultdnea como las que acabamos de describir (Agiiero y Puerto, 1986;
Agiiero et al., 1991c).

Pero, y como ya dijimos, la vagotomia, por otra parte, no interrumpe el aprendizaje
en una tarea de AAG cuando entre la presentacion del estimulo gustativo y del visceral (C1INa
hiperténico) existia dilacién temporal (Arnedo y Puerto, 1986; Amedo et al., 1990; Arnedo
et al., 1991; Arnedo et al., 1993) o cuando el estimulo aversivo utilizado era CILi (Arnedo,
1987). La lesiéon de NPBm tampoco parece afectar al aprendizaje establecido con CILi sin
dilacién (Agiiero et al., 1991a).

Importancia de las condiciones experimentales en AAG

En los resultados anteriores se aprecia una diferencia notable en relacién a los estimulos
utilizados en AAG, CINa hiperténico y CILi. Mientras que el primero parece ser detectado
tanto por via humoral como nerviosa (Arnedo et al, 1990), la via vagal no se muestra
relevante en el procesamiento del CILi.

El producto utilizado como estimulo aversivo puede determinar, pues, la via periférica
de procesamiento (Chambers, 1990). Como consecuencia, los requerimientos temporales del
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paradigma a utilizar también deberdn ajustarse a las caracteristicas del agente aversivo, asi
como a la via que éste vaya a utilizar, nerviosa o humoral.

Para que una sustancia pueda ser procesada debe ser previamente detectada por
receptores  periféricos  (mecanorreceptores,  osmorreceptores,  quimiorreceptores,
termorreceptores, etc) que detecten su presencia en el organismo (Rolls y Rolls, 1985).
Veamos como puede realizarse este proceso con CILi y CINa.

Receptores periféricos

Ya vimos que la sensibilidad visceral es sumamente compleja y muestra de ello es la gran
diversidad de receptores que existen. En el caso concreto del CINa, hay que decir que Paintal
demostrd ya en 1959 la existencia de receptores que respondian especificamente al sodio. Si
estos receptores son osmorreceptores o receptores de sodio es algo que sigue sin dilucidarse
y la polémica se mantiene tanto en el caso de los receptores periféricos (Blake y Lin, 1978)
como en los centrales (Fitzsimons, 1989).

Sea como fuere, receptores que responden al Na se han localizado practicamente en
todo el sistema gastrointestinal: intestino (Mei y Garnier, 1986), estdémago, eséfago, y
sistema hepatoportal (Blake y Lin, 1978; Contreras y Kosten, 1981).

A pesar de ello, la naturaleza de estos receptores no es bien conocida. Algunos
autores creen que su sensibilidad al sodio procederia de cambios en la permeabilidad de la
membrana o de la electrogenicidad de una bomba de sodio (Blake y Lin, 1978). Otros
rechazan esta idea y consideran que se trataria de receptores polimodales, ya que, mediante
técnicas electrofisiolégicas, se ha visto que responden no sélo a soluciones hipo e
hiperténicas, sino también a estimulacién mecdnica, quimica y térmica (Mei y Garnier,
1986). Para estos autores, la activacion osmosensitiva dependeria de un mecanismo no
especifico que conduciria a la deformacion mecdnica del receptor.

La existencia de estos receptores periféricos ha sido utilizada experimentalmente para
estudiar los mecanismos de la sed y la regulacion de fluidos, estudios que han puesto de
manifiesto una vez mds que la canalizacion de toda la informacién de estos receptores corre
a cargo del Nervio Vago (Simansky et al., 1982; Jerome y Smith, 1982; Jerome y Smith,
1984; Sakaguchi y Yamazaki, 1986).
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Una caracteristica comiin de todos estos receptores vagales parece ser la rapidez en
la deteccion y transmision de las sefiales gastrointestinales al SNC, ya que pueden responder
con latencias menores de un segundo. Por ello, el cerebro dispondria de un sistema de
deteccion rdpido, independiente de la absorcidon y que seria fundamental con productos
aversivos, téxicos o imprescindibles para la supervivencia (Arnedo, 1987).

Parece también evidente que, dada la importancia que para el organismo tiene la
deteccion de estos productos, existan otros medios de transmision alternativos como puede
ser la via humoral. En concreto, las estructuras fuera de BBH son ideales para monitorizar
los cambios de osmolaridad o concentracidon de sodio en la sangre como es el caso de AP
(Bisset et al., 1990). Por este motivo, si se utiliza CINa, los animales pueden establecer AAG
tanto en un paradigma de Corto Plazo como en uno con dilacién (Arnedo et al., 1990).

Sin embargo, al ser el sodio un elemento fundamental para el mantenimiento del
equilibrio homeostdtico, parece légico que cualquier cambio en sus niveles deba ser
inmediatamente comunicado al cerebro, lo que, sin embargo, no tendria por qué suceder en
el caso del CILi, que probablemente no sea nunca encontrado por los animales en su medio
ambiente.

Efectivamente, el CILi, aunque es profundamente aversivo para el animal, no es
determinante para el organismo, de hecho, no se conocen receptores especificos para €l en
el sistema gastrointestinal. Lo mds probable es, pues, que sea detectado una vez que se
encuentre en la circulacién sanguinea, lo que explicaria:

1°.- Los distintos resultados obtenidos al manipular el tiempo de demora entre estimulos.
Cuando las condiciones experimentales exigen simultaneidad entre los estimulos para que se
produzca el aprendizaje, no se permite a la informacién sobre el CILi llegar hasta una
estructura relevante al mismo tiempo que el estimulo gustativo. Se evita asi la simultaneidad
entre ambos y, por lo tanto, el aprendizaje.

2°.- La necesidad de la integridad del AP cuando los pardmetros temporales imponen
dilacion entre estimulos. Esta zona que se encuentra fuera de la Barrera Hematoencefdlica
parece ser la primera en detectar productos téxicos en la sangre, participando ademds en la
respuesta emética. Su destruccién implicaria, pues, una incapacidad para reconocer al CILi
en caso de ser éste transmitido por via humoral, como parece ocurrir a la vista de los
resultados expuestos mds arriba.
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3°.- La falta de participacion del Nervio Vago en el procesamiento de este producto, lo que
explicaria, entre otros, los resultados de Martin y col. (1977) quienes no vieron interrumpido
el AAG con CILi tras vagotomia.

Dos sustratos anatémicos para dos modalidades de AAG

De los estudios anteriores parece desprenderse, pues, la existencia de dos sistemas de
tansmision de la informacion visceral, uno lento que iria por via humoral y otro mds rdpido
que utilizaria la via nerviosa. Esos dos sistemas se corresponderian conductualmente con dos
modalidades distintas de aprendizaje dentro del AAG originalmente propuestas (Puerto y
Molina, 1986) y desarrolladas en nuestro laboratorio, a saber, un aprendizaje interoceptivo
de discriminacién a Largo Plazo en el que jugaria un importante papel el sistema circulatorio,
y un aprendizaje interoceptivo de discriminacion simultdnea o a Corto Plazo, donde seria el
Nervio Vago el que participaria de forma decisiva (Arnedo, 1987; Amedo et al., 1993;
Armedo et al., 1991).

En vista de lo anterior, hay que concluir que no hay un simple sistema responsable
de AAG y que, en palabras de Garcia, "fendmenos que tienen una apariencia conductual
unitaria, pueden estar gobernados por un conglomerado neuroanatomico con funciones
diversas" (Garcia, 1990).

Pero, a pesar de toda la investigacion que ha generado este modelo de aprendizaje,
estd lejos de conocerse con exactitud qué estructuras participan y de qué manera en la
transmision de la informacién relevante para el aprendizaje interoceptivo, asi como los
posibles lugares donde se produce la integracion de las sefales viscerales y gustativas. Hay,
sin embargo, una estructura que actualmente estd siendo repetidamente implicada en
aprendizaje, es el Cerebelo. Si bien es cierto que los estudios utilizando paradigmas de AAG
en este centro nervioso no han encontrado ningin dato que indique su participacion en el
mismo (Supple et al., 1987), creemos que no puede desecharse esa idea hasta que se
compruebe que las condiciones experimentales se ajustan correctamente a lo que se quiere
medir. El estudio de la anatomia del Cerebelo, de sus conexiones y de las nuevas funciones
que se le han asignado puede ayudar a comprender la razén de nuestras afirmaciones.
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ANATOMIA DEL CEREBELO

La anatomia del Cerebelo humano no se conoce todavia con detalle por lo que se siguen
asumiendo los resultados y observaciones obtenidos en animales (Voogd et al., 1990). El
Cerebelo ocupa la mayor parte de la fosa craneal posterior. Por encima y separado de él se
encuentra el Cerebro, y en la parte anterior aparecen la Protuberancia, la parte superior del
Bulbo y el IV ventriculo. Para describir al Cerebelo podemos hacer tres grandes divisiones:
Cortex Cerebelar, Nicleos Profundos Cerebelosos y Pedinculos Cerebelosos.

CORTEX CEREBELAR

El cortex del Cerebelo ha atraido siempre la atencién de anatomistas y fisi6logos debido a
su apariencia extremadamente regular y ordenada. Efectivamente, sus circuitos se
caracterizan por su constancia (los circuitos son los mismos en toda la corteza) y por su
estereometria (los elementos neuronales que lo componen estdn distribuidos en un perfecto
orden tridimensional). Este orden evidente que reina en €l (en ningiin otro lugar del sistema
nervioso central aparece tal regularidad tridimensional) y su aparente simplicidad parece
asegurar la compresion total de la funcion de esta estructura (Thach y Montgomery, 1990;
Nauta y Feirtag, 1987). A pesar de ello, como veremos, todavia estd por establecerse una
relacion clara entre estructura y funcion del Cerebelo.

Descripcion del Cortex

El aspecto externo del Cerebelo muestra una constante divisién en regiones mds o menos
independientes que consisten en una cadena de folium paralelos separados por fisuras
transversales. A simple vista se aprecian en ese cortex dos partes claramente diferenciadas
separadas entre si por la fisura posterolateral (Figura 1):

1) El cuerpo cerebeloso que es la zona mds anterior y que constituye la masa
principal del Cerebelo. Esta zona, a su vez, consta del vermis (en la linea media del
Cerebelo) y de los hemisferios cerebelosos situados a ambos lados del vermis y separados
del mismo por el surco paramediano. La zona de los hemisferios mds préxima al vermis se
llama zona intermedia, paravermal o paramediana. Filogenéticamente, las zonas mds
laterales de los hemisferios son también las mds nuevas (neocerebelo) y las que mds
desarrollo han experimentado en el hombre, esto y el hecho de que los hemisferios
cerebelares cuenten con mayor mimero de células que el cortex cerebral explicaria, para
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algunos autores, la implicacion del Cerebelo en funciones superiores (Leiner et al., 1993).

Larsell denomind a los distintos 16bulos del Cerebelo de la rata, incluidos los del
vermis, con numeros romanos del I al IX que en el caso de los hemisferios se acompafian
con una H. Esta nomenclatura se mantiene para otros mamiferos pero, ademads, el vermis
humano también se divide, en una dimension rostrocaudal, en lingula, 16bulo central,
culmen, declive, folium-tuber, pirdmide, dvula y nédulo. En adicién, la fisura primaria
divide al cortex cerebelar en el 16bulo anterior y l6bulo posterior. El 16bulo posterior, a su
vez, puede ser dividido en Iobulo simplex, I6bulo ansiforme (con sus dos partes, crus I y
crus II), 16bulo paramediano y parafléculo.

En el cortex cerebelar parece existir una precisa organizacion topografica. En general,
crus I parece recibir proyecciones desde la cabeza y zonas superiores de la cara, crus II
desde estructuras peri e intraorales y el I6bulo paramediano desde el cuerpo entero (Brodal,
1981).

2) El Lobulo Floculonodular (I6bulo X de Larsell) que es la zona mds caudal del
cortex y que estd formado por el nédulo en el centro y el floculo (partes mds laterales).
Filogenéticamente, es la parte mds antigua del Cerebelo (arquicerebelo) y en mamiferos, con
la expansion de los hemisferios, ha quedado reducida a una pequefa zona. Recibe sus
principales aferencias del Sistema Vestibular y es un centro implicado en varios reflejos
vestibulares de ahi que también reciba el nombre de vestibulocerebelum.

El cortex cerebelar estd formado por tres capas que se denominan, de mds profunda
a mas superficial, capa granular, capa de las células de Purkinje y capa molecular (Figura
2). En ellas se distribuyen las células cerebelares, tanto los cinco tipos cldsicamente
conocidos como otros nuevamente descritos, de la siguiente forma:

Capa granular. A ella llegan la gran mayoria de las aferencias cerebelosas (otras van a los
Niicleos Cerebelares Profundos) a través de las fibras musgosas las cuales conectan con las
células granulares, pequefas células densamente distribuidas que emiten unos finos axones
no mielinizados que ascienden hasta la capa mds superficial del cortex, la capa molecular.
En la capa granular se encuentran también los cuerpos de las células ‘de Golgi, grandes
células cuyas dendritas se extienden por la capa molecular mientras que sus axones establecen
contactos sindpticos con las células granulares. En ocasiones, una unica fibra musgosa
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establece contacto con dendritas de diferentes células granulares formando un glomérulo en
el que pueden finalizar igualmente axones de células de Golgi. En la capa granular del
vestibulocerebelum y, posiblemente, del resto del cortex, aparecen también las células
unipolares "brocha", llamadas asi por la forma que adopta el extremo de su dendrita y cuya
funcién podria ser la de potenciar el contacto sindptico con fibras musgosas (Mugnaini y
Floris, 1994).

Capa de las células de Purkinje, grandes y caracteristicas células descritas ya en el siglo XIX
y las unicas células de salida del Cerebelo al proporcionar un efecto inhibitorio sobre los
Nucleos Profundos y el Nicleo Vestibular. Los cuerpos de estas células aparecen alineados
uno junto a otro y separados entre si por una distancia de 100 micras (Nauta y Feirtag,
1987). Entre los cuerpos de las células de Purkinje se ha detectado recientemente un nuevo
tipo de interneuronas llamadas células "candelabro" por la distribucién que adopta su axén
en un plano parasagital de la capa molecular (Lainé y Axelrad, 1994).

Capa molecular, la capa mds exterior del cortex cerebelar y en la que existen muy pocos
cuerpos celulares. En la zona mds alta de la capa hay unas pocas células estrelladas y en su
parte mds profunda estdn las células en cesta. Las dendritas de ambas células, al igual que
las de las c€lulas de Purkinje, se sifian en el plano transversal del folium. El resto de la capa
lo componen las dendritas de las células de Golgi y, fundamentalmente, los axones de las
células granulosas que aqui adoptan el nombre de fibras paralelas.

Circuitos del cortex cerebelar (Figura 2)
Via principal

Las fibras musgosas, utilizando principalmente glutamato como neurotransmisor (Ottersen,
1993), conectan con las células granulares cuyos axones ascienden hasta la capa molecular
y alli se bifurcan en dos colaterales adoptando la forma de una T; son las fibras paralelas
llamadas asi porque se extienden paralelamente a la direccion del folium y que, como hemos
dicho, ocupan casi totalmente el espesor de la capa molecular. El glutamato es también el
neurotransmisor utilizado por las fibras paralelas (Ottersen, 1993).

Las dendritas de las células de Purkinje ascienden hasta la capa molecular y alli
reciben las sefiales excitatorias de las fibras paralelas. Cada célula de Purkinje recibe
informacion de alrededor de 80.000 fibras paralelas (Brooks, 1986). Por su parte, los axones

21



ANATOMIA

de las células de Purkinje salen del cortex cerebelar y realizan sinapsis en los Nicleos
Cerebelares Profundos los cuales proyectan al Nicleo Rojo, al Tdlamo, cortex cerebral y
médula espinal.

La informacion por esta via constaria, pues, de los pasos siguientes:

F.Musgosa --> C.Granular --> F.Paralela --> C. de Purkinje

Vias auxiliares

a) Las células estrelladas, que también reciben informacion de las fibras paralelas, terminan
en las dendritas de las células de Purkinje inhibiéndolas.

b) Los axones de las células en cesta se ramifican formando como una cesta que rodea a las
células de Purkinje para entrar en contacto con ellas. Algunas de estas sinapsis son
axoxonicas, realizindose en el segmento inicial del axén de la célula de Purkinje, de ahi la
fuerte inhibicién que estas células sufren por parte de las células en cesta.

c¢) Las células de Golgi, situadas en la capa granular, extienden parte de sus dendritas hasta
la capa molecular donde reciben impulsos de las fibras paralelas, pero, a diferencia de las
células estrelladas y en cesta, no inhiben a las células de Purkinje sino a las células
granulosas, es decir, a las zonas de entrada de los impulsos al cortex cerebelar.

d) Por iltimo, hay que considerar la unica aferencia directa que llega a las Células de
Purkinje y es la transmitida por las Fibras Trepadoras que se originan en el Nicleo de la
Oliva Inferior. Estas fibras, al igual que las musgosas, mandan colaterales a los Niicleos
Profundos (Brooks, 1986; Kitai et al., 1977; McCrea et al., 1977) y contindan hasta la capa
molecular afectando a las ramificaciones dendriticas de una sola célula de Purkinje. Es decir,
una célula de la Oliva Inferior se comunica con una tnica célula de Purkinje.

Las fibras trepadoras, utilizando glutamato y posiblemente también aspartato
(Ottersen, 1993), proporcionan a las células de Purkinje una excitacién tan intensa que
elimina cualquier inhibicién por parte de las células estrelladas y en cesta.

En resumen, para Thach (Thach y Montgomery, 1990) existen cuatro caracteristicas
de los circuitos cerebelares relevantes para la fisiologia de esta estructura: 1) el circuito
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cortical es el mismo en todas las partes del cortex y todas las eferencias corticales, tanto las
que alcanzan a los Niicleos Profundos como a los Nicleos Vestibulares son inhibidoras; 2)
todas las eferencias nucleares, sea cual sea su destino, son excitadoras; 3) todas las aferencias
al Cerebelo (cortex y Niicleos) comprenden dos tipos de fibras, musgosas y trepadoras, y
ambas son excitadoras; 4) las células de Purkinje reciben dos sefiales excitadoras que difieren
marcadamente en la distribucion y en la accidn sobre ellas, las fibras paralelas y las fibras
trepadoras.

Por tltimo, mencionar que las cuatro células inhibidoras del cortex cerebelar (células
de Purkinje y las tres interneuronas, células de Golgi, en cesto y estrelladas) utilizan GABA
como neurotrasmisor, aunque las células de Golgi poseen también glicina y, quizd,
acetilcolina (Ottersen, 1993).

NUCLEOS CEREBELOSOS INTERNOS

Situados ventralmente a la corteza del Cerebelo existen cuatro masas de sustancia gris
llamadas Nucleos Cerebelosos Profundos o Internos que se sitian a ambos lados de la linea
media y que en el hombre, de mds lateral a mds medial, se denominan Dentado,
Emboliforme, Globoso y Fastigial. En animales no primates el Niicleo Dentado se denomina
Lateral, el Emboliforme y Globoso forman el Niicleo Interpdsito (anterior y posterior) y el
Nucleo Fastigial seria el Nicleo Medial. Realmente, estos micleos forman parte de un
continuo por lo que a menudo los limitese entre ellos se sefialan de manera arbitraria (Voogd
et al., 1990; Brodal, 1981).

En cada uno de estos nicleos, al igual que en el cortex cerebelar, existe una
organizacion somatotdpica bastante precisa del cuerpo entero (Thach y Montgomery, 1990).

Las sefiales originadas en la corteza cerebelar son procesadas para su posterior salida
a los Niucleos Cerebelosos Internos. Asi, el vermis se proyecta al Nucleo Fastigial, la zona
paravermal al Interpdsito y los hemisferios laterales al Nicleo Dentado constituyendo el
neocerebelo. Como excepcion, hay que citar algunas fibras que salen del cortex del 16bulo
floculonodular y pasan de largo de estos niicleos proyectdndose directamente en los Niicleos
Vestibulares. Con todo, puede decirse que las principales aferencias a los Nucleos Profundos
son axones de células de Purkinje que, como hemos visto, ejercen una accion inhibidora. A
pesar de esta inhibicién, la actividad espontdnea de los Niicleos es elevada debido a la
excitacion proporcionada por otros sistemas aferentes (Massion, 1993).
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Esas otras aferencias a los Niicleos son colaterales de las fibras trepadoras y musgosas
que se dirigen hacia el cortex cerebelar por lo que estos niicleos cuentan con la misma
informacion que recibe la corteza y puede comparar a ambas. Ademds, estos nicleos
proyectan hacia atrds, hacia las mismas zonas de las que reciben los axones de las células de
Purkinje.

Por ultimo, como ya se ha dicho, todas las fibras eferentes del Cerebelo son axones
de células de los Niicleos Internos.

En general, parece que las lesiones limitadas a los Niicleos Profundos producen
deterioros mds severos y duraderos que las lesiones del cortex cerebelar. La lesion del
Niicleo Fastigial (medial) se traduce en dificultades para permanecer de pie y en la marcha.
La inactivacion del Interpdsito destruye la regularidad de la amplitud y de la medida que se
manifiesta en la habilidad de ejecutar movimientos alternantes rapidos de flexion y extensién,
por ejemplo, y origina también el llamado temblor intencional cerebelar. La inactivacién del
Nicleo Dentado, por su parte, parece demorar los movimientos voluntarios. Hay que tener
presente, sin embargo, que dificilmente las lesiones en el hombre respetan los limites de los
Niicleos Profundos y que, a excepcion de los Niicleos Vestibulares y Fastigial, no existen
reglas generales para distinguir los sintomas de lesiones nucleares de los sintomas corticales
(Thach y Montgomery, 1990).

En cuanto a la presencia de neurotransmisores en los Nucleos Profundos, parece
confirmado que en algunas pequefias células de estos miicleos coexisten glicina y GABA
aunque son liberadas en distintos lugares; en neuronas mds grandes del Niicleo Fastigial, por
otra parte, se han detectado glicina y aspartato (Chen y Hillman, 1993).

PEDUNCULOS CEREBELOSOS
El Cerebelo se une al Tronco Cerebral a través de fibras aferentes y eferentes que forman
tres pares de masivos haces de fibras situados a ambos lados y que se denominan pediinculos

cerebelares:

Pediinculo Cerebelar Inferior (o Cuerpo Restiforme), compuesto principalmente de aferencias
desde el Tronco Cerebral y la Médula Espinal.

Pediinculo Cerebelar Medio (o Brachium Pontis). Es puramente aferente y contiene fibras
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que se originan en Niicleos Pontinos contralaterales. Es el pedinculo con mayor mimero de
fibras, en el hombre podria contar con 20 millones.

Pediinculo Cerebelar Superior (o Brachium Conjuntivum). Contiene la mayoria de las
eferencias cerebelares que se originan en los Niicleos Profundos y que se proyectan a
estructuras en el Tronco Cerebral finalizando en el Tdlamo. También tiene unas pocas
aferencias como las del Tracto Espinocerebelar anterior.

Division zonal longitudinal del Cerebelo

En los ultimos anos se ha puesto de manifiesto que existe en el cortex cerebelar de diversas
especies un patron de organizacién longitudinal ademds de la cldsica divisién en 16bulos y
lobulillos. El estudio de las proyecciones del cortex a los Niicleos Internos llevé a Jansen y
Brodal a proponer en 1940 una subdivision del cortex cerebelar en tres zonas, una zona
medial (vermis) que proyecta al Niicleo Fastigial, una zona intermedia que proyecta al
Nucleo Interposito y una zona lateral con proyecciones al Niicleo Dentado (Brodal, 1981).
Estudios posteriores distinguieron dos zonas longitudinales en la parte intermedia y tres zonas
en la parte medial. El cortex cerebelar ha sido asi dividido en zonas longitudinales que se
distinguen la una de la otra en el origen de las fibras trepadoras y en las proyecciones
nucleares.

La distincion de las zonas longitudinales se ha fundamentado, ademds de la
descripcion de las aferencias y eferencias, en estudios embrioldgicos e histoquimicos, siendo
Voogd el autor que ha proporcionado el mapa mds detallado de dichas subdivisiones
(Groenewegen y Voogd, 1977; Brodal, 1981) proponiendo la existencia de 4 zonas
principales denominadas, de medial a lateral, zona A, B, C, y D. Recientemente se ha
realizado un estudio encaminado a describir el patrén de organizacién de las conexiones
olivo-corticonucleares en la rata intentando deducir las consecuencias funcionales de dicha
organizacién (Buisseret-Delmds y Angaut, 1993). Una estructura zonal del Cerebelo puede
ser también revelada electrofisiolégicamente ya que cuando se registra con un microelectrodo
la respuesta de las células de Purkinje a las fibras trepadoras, esa respuesta es uniforme en
una zona, pero varia de una zona a otra (Ito, 1993c).

Cada zona longitudinal del cortex cerebelar apareceria adenids organizada en
microzonas, cada una de las cuales, en conjuncién con un pequefio grupo de células nucleares
y células de la Oliva Inferior, constituirfa un microcomplejo corticonuclear que para algunos
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autores representaria la unidad funcional del Cerebelo (Ito, 1993a y d).

No hay todavia confirmacion plena de la existencia de una division zonal semejante
en el Cerebelo humano aunque los estudios sobre el desarrollo del Cerebelo podrian aportar
evidencia en ese sentido (Voogd et al., 1990).

CONEXIONES CEREBELARES AFERENTES

Como hemos visto, las fibras aferentes al Cerebelo llegan a través de los tres pares de

pedinculos cerebelares y son:

Fibras musgosas desde Médula Espinal, Sistema Vestibular, Formacion Reticular, Nicleos
Pontinos y Niicleos cerebelares profundos. Cada fibra musgosa se divide en el interior del
16bulo de manera divergente ya que entra en contacto con varias células granulares. Pero a
pesar de esta divergencia, los mensajes transmitidos conservan su identidad a su llegada al
cortex cerebelar de manera que se conserva la especificidad funcional del territorio periférico

de origen (Massion, 1993).

Fibras Trepadoras desde la Oliva Inferior, centro integrador de la informacién que llega
desde 1a Médula, el Tronco Cerebral y el cerebro anterior.

Fibras Aminérgicas: De Serotonina que se originan en los Nicleos del Raphe del Tronco
Cerebral y que en el Cerebelo podrian tener una funcién en la neurogénesis, y de
Norepinefrina que se originan en el Locus Coeruleus pudiendo estar relacionadas con las
influencias autonémicas del Cerebelo (Brooks, 1986). La Norepinefrina, ademds, actia en
el cortex cerebelar como un neuromodulador aumentando la accion de GABA y otros
neurotransmisores proporcionando quizd una sefial que consolide los cambios eficaces, es
decir, interviniendo en el aprendizaje motor (Gilbert, 1993; Bickford, 1993).

Asi pues, las principales vias por las que llega la informacién al Cerebelo son las que

se describen a continuacién (Figura 3).

Tractos Espinocerebelares

A través de ellos el Cerebelo recibe informacién somatosensorial desde mecanorreceptores
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de la piel, musculos y articulaciones, informacion que acaba en el cortex vermal y
paravermal mapeando somatotdpicamente el cuerpo, una vez en el l6bulo anterior y
bilateralmente en el posterior, con la cabeza cerca de la fisura primaria y el tronco adyacente

a la linea media.

Todos los caminos espinocerebelares (dorsal, rostral) llegan al Cerebelo a través del
Pediinculo Cerebelar Inferior, a excepcion del tracto espinocerebelar ventral que lo hace a

través del Superior.

Via Corticopontocerebelar

Varias dreas del cortex cerebral proyectan a los Nicleos Pontinos pero predominan las zonas
proximas al surco central (drea motora primaria, premotora y suplementaria, cortex
somatosensorial y partes adyacentes del 16bulo parietal). Esta informacion acaba en el
Cerebelo en las mismas zonas que la procedente de la médula (vermis y zona intermedia).

En la actualidad se estd prestando mucha atencion a las conexiones que el Cerebelo
mantiene con el cortex prefrontal (dreas 8, 9, 10, 44 y 45 de Brodmann) y se ha relacionado
el desarrollo filogenético de las partes mds laterales del Cerebelo (hemisferios y Nucleo
Dentado) con la expansion de este cortex (Leiner et al., 1989; Brooks, 1986). Partiendo del
hecho de que lesiones limitadas a estas zonas laterales del Cerebelo no producen deterioro
motor evidente (Brooks, 1986) y de la relacién anatémica que esta estructura mantiene con
zonas no motoras del cortex cerebral, es por lo que algunos autores han propuesto un papel
para el Cerebelo en funciones cognitivas (Leiner et al., 1993). Se confirmen o no estas
propuestas, lo que si es cierto es que el cortex cerebelar recibe una cantidad ingente de
informaciéon de los principales 16bulos del cortex cerebral a través de la via
corticopontocerebelar.

Sistema Vestibular
Algunas fibras del Nervio Vestibular (aferencias vestibulares primarias) penetran en el
Cerebelo como fibras musgosas terminando en el 16bulo floculonoular y en el Nicleo

Fastigial. Se ha sugerido la posibilidad que algunas de estas aferencias alcancen también al
vermis en su totalidad (Brodal, 1981).
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Fibras secundarias desde los Nicleos Vestibulares también acaban en el l6bulo

floculonodular y en el vermis.

La informacidn sensorial que el Sistema Vestibular transmite acerca de la posicion de
la cabeza y del movimiento de los ojos, es fundamental para el mantenimiento del equilibrio.
Por ello, como se dijo mds arriba, el sintoma mds caracteristico de la lesion del
vestibulocerebelum es la dificultad para andar y mantenerse erecto y la alteracion del reflejo
vestibuloocular (Thach y Montgomery, 1990).

Via Olivocerebelar

Las aferencias que provienen del Niicleo de la Oliva Inferior entran a través del Pedinculo
Cerebelar Inferior contralateral y cubren por completo el cortex cerebelar con fibras
trepadoras, recibiendo cada I6bulo cerebelar fibras de varias regiones del complejo olivar.
Ademds, una regién olivar particular no proyecta a un sélo I6bulo sino a varios (Brodal,
1981). Este patron lobular ha sido superado en los ultimos afios al confirmarse que cada zona
longitudinal del cortex cerebelar recibe fibras de una regién particular de la Oliva Inferior
siguiendo un patrén topogrifico extremadamente preciso (Groenewegen y Voogd, 1977;
Brodal, 1981; Voogd et al, 1990).

Diferentes zonas de la Oliva alcanzan también, mediante colaterales de las fibras que
se dirigen al cortex, cada uno de los Niicleos Profundos contralaterales. Asi, el Nicleo
Dentado recibe fibras de la Oliva principal, el Niicleo Interpdsito anterior de la parte
rostromedial de la Oliva dorsal accesoria y el Nicleo Fastigial de la zona caudal de la Oliva
accesoria dorsal (Brodal, 1981).

La informacién que llevan estas fibras vienen de varias fuentes: médula espinal,
Nicleo Rojo, cortex cerebral (principalmente cortex motor), Formacion Reticular, Coliculo
Superior y del cerebelo mismo (Nicleos Dentado e InterpGsito contralaterales utilizando
GABA como neurotransmisor). Las conexiones entre la Oliva Inferior y los Niicleos
Profundos son, en gran parte, reciprocas (Brodal, 1981; Voogd et al., 1990).

Por todo ello, al Niicleo de la Oliva Inferior se le considera un centro comparador de
la informacién procedente de todas esas zonas. Si en esa comparacion detecta alguna
anomalfa, lo comunica a las células de Purkinje que se encargardn de mandar sefiales
correctoras tanto al cerebro como a los sistemas mds inferiores (Brooks, 1986).
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Otras

yeccién autonémica hacia el vermis que viene desde el Nicleo del

Existe también una pro
spiratorios

Tracto Solitario y que se ocupa de reflejos gustativos, cardiovasculares y re

(Brooks, 1986).

CONEXIONES CEREBELARES EFERENTES

Todas las eferencias cerebelares son axones de células de Purkinje. Algunos de estos parten

del 16bulo floculonodular y de parte del vermis, dejan el Cerebelo por el cuerpo
leos Vestibulares. Esta es la tnica via de acceso directa

yustarestiforme y acaban en los Nuc
s motoras de la Médula Espinal (mediante el tracto

del cortex cerebelar a las neurona

vestibuloespinal).

El resto de los axones de las células de Purkinje acaban en los Nucleos Cerebelosos
ribi6 mds arriba, es decir, las partes mas mediales del cortex

Profundos como se desc
mds mediales y las partes mds laterales de los

cerebelar se proyectan en los Nicleos
hemisferios acaban en los Nicleos mds laterales (Dentado).

El 16bulo floculonodular manda también eferencias al Nucleo Dentado ademds de a

los Nicleos Vestibulares.

Posteriormente, la informacién de todos los niicleos cerebelares (Dentado, Interposito,

Fastigial y el complejo vestibular) se une y desemboca en un campo taldmico comiin
finalizando directa y somatotépicamente en el cortex motor y, de forma mds difusa, en otras

zonas de la corteza cerebral (Thach, 1987). En general, puede decirse que las fibras eferentes

de los niicleos cerebelares se distribuyen a numerosas zonas del Sistema Nervioso Central

indicando que el Cerebelo puede controlar una variedad de funciones (Figura Al

Niicleo Fastigial

La salida de este nicleo se realiza directamente al Tronco Cerebral, acabando en los Nicleos
Vestibulares de cada lado y en la Formacion Reticular contralateral. Por ultimo, algunas
pocas fibras también se dirigen bilateralmente al tdlamo contralateral y a la médula espinal
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cervical también contralateral.

Este nicleo, al igual que el Interpdsito y Dentado, proyecta en el tilamo una
representacion del cuerpo entero y no solamente de la musculatura troncal (Thach, 1987).

Nicleos Dentado e Interpoésito

La principal salida del Cerebelo viene de estos nicleos y se realiza a través del Pedinculo
Cerebelar Superior ipsilateral a nivel del Puente rostral. A este nivel algunas fibras
descienden para acabar en la Formacion Reticular y en el Niicleo de la Oliva Inferior.

Pero la mayoria de las fibras contimian rostralmente hacia el Niicleo Rojo (Padel,
1993) donde algunas terminan (principalmente las del Niicleo Interpdsito) y otras contintian
hasta el Tdlamo (ventral fundamentalmente) y desde aqui al cortex motor (Angaut y Cicirata,
1994) y no motor (Middleton y Strick, 1994). Hay que sefialar, asimismo, los circuitos
cerebelomesencéfaloolivares formados por las conexiones reciprocas entre los Nicleos
Profundos y olivares y la conexiéon Dentado-Niicleo Rojo-Oliva Principal (Voogd et al.,
1990).

En cuanto a las implicaciones funcionales de estos nicleos en control motor se ha
visto, al medir tiempos de reaccién con microelectrodos en el Niicleo Dentado y en el cortex
motor en una tarea de flexion y extension de la muieca, que el dentado entra en accién antes
que el cortex motor. De esta observacién y de los resultados de inactivar el Dentado, se
deduce que este micleo no es necesario para la activacion del cortex motor pero si lo es para
mantener un menor tiempo de reaccién (Thach, 1987).

Por otra parte, al utilizar el paradigma de Tanji-Evarts  (Tanji, 1987), se ha
comprobado que, ante la luz que anuncia la preparacién para la accion, el Interpésito entra
en acciéon 26 ms. después que el dentado y 10 ms. después que el cortex motor. Sin
embargo, cuando la sefial actia sobre el mismo miembro para que éste entre en accion
inmediatamente, los cambios en el interpésito preceden a ambos, al dentado y al cortex
motor. El interpdsito parece tener pues, un papel en el control del mantenimiento del
movimiento en curso (Thach, 1987).

Si estos nucleos y el Cerebelo en su totalidad tienen otras funciones ademds de las
motoras analizadas hasta ahora, serd objeto de andlisis a lo largo del presente trabajo.

30




FUNCIONES DEL CEREBELO

El Cerebelo es un 6rgano que ha intrigado siempre y ello por varias razones. En primer
lugar, por su localizacion ya que a pesar de estar situado sobre el Tronco Cerebral, no es
lugar de paso obligado de ninguna via sensorial 0 motora sino que se sitia en paralelo a esas
vias. Por ello, han sido numerosas, y a veces especulativas, las hipétesis sobre su funcion;
recordemos, por ejemplo, que para Gall y sus seguidores el Cerebelo seria el lugar anatémico
del amor sexual frente al 16bulo occipital donde se situaria el amor maternal (ver Macklis y
Macklis, 1992). En segundo lugar, por su muy particular estructura histologica, cuya
organizacion geométrica fue inicialmente descrita por Ramén y Cajal en 1911 y que ha dado
pie igualmente a numerosas hipétesis y controversias durante los dltimos treinta afios. Y, por
tltimo, por su funcion, considerada inicialmente como una estructura esencialmente motora,
se cuestiona ahora que ese y Unicamente ese sea su papel (Massion, 1993; Paulin, 1993).
Expondremos a continuacion algunas de las numerosas hipétesis propuestas actualmente sobre

la funcidn del Cerebelo.

FUNCIONES MOTORAS

La idea de que el Cerebelo estd dedicado al control y coordinacién de los movimientos se
basa en varias lineas de evidencia (Paulin, 1993). En primer lugar, la constatacién de que
el dafio en el Cerebelo causa fundamentalmente un deterioro en control motor y
coordinacién. En segundo lugar, la apreciacion de que la actividad de neuronas en el
Cerebelo se relaciona con patrones de movimiento, asi, se sabe, por ejemplo, que en
determinados movimientos intencionales el Niicleo Dentado podria activarse antes incluso que
la corteza motora por lo que el Cerebelo podria participar no sélo en la ejecucion de un acto
motor, sino también en la programacion motora que precede a un movimiento dado (Thach,
1987). Ademds, la utilizacion de técnicas actuales como el PET (Fox et al., 1985; Petersen
y Fiez, 1993) o la medida del flujo sanguineo cerebral (Decety et al., 1990) que posibilitan
el estudio de las relaciones anatémicas-funcionales en el Cerebelo humano, implican a €ste
en la regulacién de toda la actividad motora que desarrolla el Sistema Nervioso Central,
incluyendo la mera imaginacion del movimiento mismo. En tercer lugar, estaria el hecho de
que la informacién que parte del Cerebelo alcanza regiones motoras y premotoras de la
corteza cerebral, regiones que, a su vez, son fuente relevante de informacién hacia el
Cerebelo y , como se ha puesto de manifiesto en el apartado anterior dedicado a la anatomia
de dicha estructura, una organizacién somatotépica motora ha sido puesta de manifiesto en
diversas zonas cerebelares como el Nicleo Dentado (Angaut y Cicirata, 1994). Toda esta
evidencia prueba que el Cerebelo juega un papel motor importante, de hecho, hay quien
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considera que su funcidn consistiria exclusivamente en el control del movimiento (Thach y
Montgomery, 1990).

Como decimos, los conceptos actuales acerca de las funciones fisioldgicas del
Cerebelo en el control del movimiento derivan en gran medida de las observaciones de los
desérdenes resultantes tras lesiones cerebelares tanto en animales de experimentacién como
humanos. Estas alteraciones fueron ya descritas durante la primera Guerra Mundial por
Gordon Holmes quien concluyé que las principales manifestaciones tras lesiones cerebelares
en humanos eran la ataxia (descoordinacion del movimiento) y el temblor intencional
(movimientos correctores inexactos hacia posiciones deseadas de un miembro o del cuerpo
entero). Las manifestaciones de la ataxia se han subdividido en dismetria (errores de cdlculo
en las trayectorias de los movimientos que llevan a sobrepasar o no alcanzar el objeto
propuesto), disdiadocokinesias (inhabilidad para hacer movimientos alternativos rapidos) y
disinergia (pérdida de coordinacién en los movimientos en los que intervienen varias
articulaciones). Holmes también describi0 otras alteraciones en estos pacientes como la
dificultad en iniciar o parar el movimiento, movimientos oculares anormales y disartria (habla
lenta y costosa). En definitiva, Holmes utilizé la expresion "descomposicion del movimiento"
para describir la degradacion de movimientos complejos en componentes irregulares de esos
movimientos (Gilman, 1994). Posteriormente, se ha comprobado que los sintomas descritos
por Holmes pueden ser reproducidos por inactivacion temporal del Cerebelo lateral
(hemisferios-Dentado) (Brooks, 1986) que estaria mds especializado en el movimiento
habilidoso, secuencial y que programaria los pardmetros de movimiento antes de su iniciacién
(Thach, 1987). En cuanto a la parte medial del Cerebelo (paravermis-interpésito), participaria
preferentemente en el mantenimiento del equilibrio y la postura (Stein y Glickstein, 1992;
Lalonde y Botez, 1990) interviniendo en los movimientos en curso (Thach, 1987) y
recibiendo para ello informacion acerca de la posicion, velocidad y direccion del movimiento
efectuado por las articulaciones (Van Kan et al., 1993).

Estas observaciones junto al hecho de que las lesiones cerebelares no eliminan los
movimientos y que la estimulacion del Cerebelo solamente produce un limitado repertorio
de movimientos (Brooks, 1986; Swain et al., 1992) hacen que en la actualidad exista un
acuerdo general acerca de que la pérdida de coordinacién sea el sintoma principal de las
alteraciones motoras del Cerebelo, aunque atin estd por establecerse el papel preciso de esta
estructura en el control del movimiento (Gilman, 1994). Asi, para Brooks (1986) el Cerebelo
ejecutaria un papel regulador, coordinando y ajustando las respuestas de estructuras de nivel
medio y bajo a las ordenes recibidas desde los niveles mds altos o, dicho de otra forma, las
funciones del Cerebelo consistirian en comparar las ordenes motoras centrales con los
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informes somatosensoriales, vestibulares y visuales que alcanzan al Cerebelo desde la
periferia y el sistema nervioso central de manera que los movimientos resulten habiles,
fluidos y coordinados. En otras palabras, podria considerarse como un "metasistema"
conectado en paralelo con vias primarias que ajustase parametros de cara a conseguir una
ejecucion Optima (Stein y Glickstein, 1992).

Ivry y Keele (1989) han abordado el conocimiento de las funciones del Cerebelo
intentando descomponer el término "coordinacion" en operaciones separadas que describan
mejor las caracteristicas de una conducta motora diestra. Para ello se han centrado en el
estudio del control temporal y han podido comprobar que los pacientes cerebelares tienen
alterada tanto la percepcion como la produccion del tiempo (Ivry y Keele, 1989). La
ejecucion diestra de una habilidad motora implica la coordinacion temporal de miiltiples
movimientos pudiendo residir el mecanismo temporizador en el Cerebelo. Para Ivry y Keele
ese papel no estaria limitado al sistema motor, sino que podria ser utilizado por otros
sistemas perceptivos y cognitivos cuando fuesen necesarios andlisis temporales como, por
ejemplo, en el condicionamiento cldsico ya que el sentido adaptativo de la respuesta
condicionada estriba en que se prevea el momento de aparicién del estimulo incondicionado
(Ivry y Keele, 1989).

La probable participacion del Cerebelo en otras funciones distintas a la motora y la
posibilidad, apuntada por algunos autores, de que las deficiencias motoras que presentan los
pacientes con dafio cerebelar hayan enmascarado otro tipo de déficits (visuoespaciales, de
aprendizaje espacial, aprendizaje discriminativo, etc.) que, sin embargo, se pondrian de
manifiesto al aplicar las pruebas adecuadas, es lo que vamos a exponer a continuacion.

FUNCIONES NO MOTORAS

En 1978 Watson no consideraba exagerado afirmar que el Cerebelo era "una de las mds y
una de las menos estudiadas estructuras cerebrales”. Esta afirmacion hacia referencia, por
una parte, a la existencia de numerosas investigaciones acerca de la anatomia y de las
funciones motoras del Cerebelo y, por otra, a la poca atenciéon que habian recibido las
contribuciones cerebelares a otras conductas distintas a la puramente motora. Watson intent
compensar esta carencia en su articulo de revision de las funciones no motoras del Cerebelo
y llegd a la conclusion de que esta estructura podia intervenir en procesamiento sensorial
(auditivo, visual, tdctil,...), en aprendizaje (Marr, Albus, Eccles y otros autores habian ya
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desarrollado sus teorias acerca del papel de la corteza cerebelar en aprendizaje de destrezas
motoras), y en emocion, motivacion y recompensa a través de las conexiones anatomicas que
el Cerebelo mantiene con estructuras limbicas e hipotalimicas (Watson, 1978).

El problema que una revision de este tipo planteaba en la década de los 70, ademds
del escaso nimero de observaciones al respecto, era que muchas de estas observaciones eran
anecdéticas o circunstanciales mientras que otras, sobre todo las observaciones clinicas, no
habian sido adecuadamente verificadas (Watson, 1978; Schmahmann, 1991). A ello se ahadia
las dificultades conceptuales y metodoldgicas para estudiar algunas de las funciones como era
el caso de la comprobacion de las teorias de aprendizaje motor (Watson, 1978; Lalonde y
Botez, 1990). Algunas de estas dificultades han sido resueltas en afios recientes
proporcionando cada vez mds argumentos a los que piensan que el Cerebelo podria intervenir
en otras funciones distintas del control e integracién del movimiento.

Funciones cognitivas

Durante la década de los 80 se ha intentado depurar algunas de las dificultades mencionadas
mds arriba, de manera que, por ejemplo, los estudios neuropsicolégicos de pacientes con
trastornos cerebelares han sido mds exhaustivos tanto en el andlisis de las habilidades de los
sujetos como en la delimitacion anatémica de las lesiones. Estos estudios recientes han puesto
asi de manifiesto la probable intervencion del Cerebelo en funciones superiores al detectarse
tras lesiones cerebelares dificultades en operaciones espaciales y constructivas (Wallesch y
Horn, 1990; Atting et al., 1991; Botez, 1992; Botez-Marquard, 1993; Daum et al, 1993a),
en planificar y programar actividades diarias (Botez, 1992), en el cambio voluntario de
atenciéon selectiva entre modalidades sensoriales (Akshoomff y Courchesne, 1992), en
lenguaje (Leiner et al., 1993; Leiner et al., 1989), en juzgar y en ejecutar intervalos de
tiempo (Ivry y Keele, 1989; Ivry y Baldo, 1992) y en diversos procesos de aprendizaje y
memoria cuyo estudio analizaremos detalladamente mds adelante.

Hay que mencionar asimismo las alteraciones de distinto tipo observadas en el
Cerebelo de determinadas patologias clinicas como la enfermedad de Alzheimer en la que,
a pesar de los primeros resultados negativos (ver Woodruff-Pak et al., 1990), comienza a
constatarse la existencia de placas amiloides también en el Cerebelo (ver Schmahmann,
1991). De igual modo, algunos autores han apreciado anomalias en 10s hemisferios y el
vermis de pacientes autistas relacionando los déficits cognitivos de estos pacientes a dicha
hipoplasia cerebelar (Murakami et al., 1989). Sin embargo, otros estudios no han podido
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confirmar la existencia de dafio cerebelar en estructuras de la fosa posterior incluyendo el
Cerebelo (Kleiman et al., 1992) por lo que esta cuestion permanece abierta.

La manera en la que el Cerebelo participaria en conductas no motoras sigue
discutiéndose en la actualidad. Las caracteristicas de algunas de las incapacidades mostradas
por los pacientes cerebelares han llevado a algunos autores a hablar de que en el Cerebelo
se produciria un sindrome similar al parietal o al frontal (Botez-Marquard y Botez, 1993) y
se apoyan para ello en las conexiones anatomicas que se establecen entre estas zonas
(Wallesh y Horn, 1990; Leiner et al., 1989). En ese sentido, estudios anatémicos recientes
han podido establecer conexiones entre el Nucleo Dentado y el cortex prefrontal dorsolateral
(Middleton y Strick, 1994) conocido por participar en funciones no motoras como la memoria
funcional espacial (Goldman-Rakic, 1992). De igual manera, en el caso del lenguaje, la
participacion del Cerebelo, que se ha comprobado mediante técnicas como el PET (Petersen
y Fiez, 1993), se intenta explicar por medio del desarrollo evolutivo que han experimentado
las zonas filogenéticamente mds nuevas; la expansion de los hemisferios cerebelares y del
Nicleo Dentado en el hombre estaria, segun esta teoria, relacionada con el desarrollo del
lenguaje humano y, en concreto, seria el circuito establecido entre el Nucleo de la Oliva
Inferior - Niicleo Dentado - Niicleo Rojo - Nicleo de la Oliva Inferior el que participaria en
el proceso cognitivo de reconocer las palabras y en el proceso motor de expresarlas (Leiner
et al., 1993). Esta explicacion, sin embargo, no es totalmente aceptada por otros autores que
también fallan a la hora de encontrar algunos de los impedimentos mencionados
anteriormente poniendo en duda las condiciones metodoldgicas en la que estos estudios se
llevaron a cabo (Daum et al., 1993a). Para ellos, el Cerebelo intervendria sélo
indirectamente en procesos cognitivos a través de las conexiones cerebeloparietal y
cerebelofrontal mientras que intervendria directamente en procesos bdsicos de aprendizaje
asociativo y en la rapidez de procesamiento informativo (Botez, 1992; Bracke-Tolkmitt et al.,
1989; Daum et al., 1993a).

Otra hipétesis funcional del papel llevado a cabo por el Cerebelo es la que considera
a esta estructura como un mecanismo interno temporal que seria necesario en todas aquellas
habilidades, motoras y no motoras, que requieran un control preciso del tiempo (Keely y
Ivry, 1990; Ivry y Baldo, 1992).

En resumen, puede decirse que, salvo excepciones (Glickstein, 1993), hay acuerdo
general, basado en los estudios antes citados, en atribuir al neocerebelo ‘funciones mentales
complejas y en el requerimiento de esfuerzos adicionales para determinar en qué tareas
complejas participa el Cerebelo y de qué manera lo hace.
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Emocion y Motivacion

La posible implicacion del Cerebelo en estados emocionales no puede establecerse claramente
a partir de los datos clinicos. Efectivamente, existen estudios cldsicos que relacionan al
Cerebelo con manifestaciones emocionales al comprobar que tras la estimulacion eléctrica
de la corteza cerebelar en pacientes epilépticos desaparecian no s6lo las manifestaciones
epilépticas sino también la depresion, la angustia y la agresion (ver Watson, 1978;
Schmahmann, 1991). Estudios mds recientes han fallado, sin embargo, a la hora de detectar
alteraciones emocionales en pacientes con patologia cerebelar (Botez, 1992; Appollonio et
al., 1993).

No obstante, resultados mds contundentes aparecen al revisar la investigacion
experimental con animales que ha tratado de comprobar la posibilidad de que ciertas zonas
del Cerebelo, concretamente el cortex vermal y el nicleo Fastigial, interviniesen en funciones
autonémicas y en conductas emocionales y motivacionales. Esta hipétesis se fundamenta,
como se dijo mds arriba, en las conexiones que el Cerebelo mantiene con el Hipotdlamo y
con estructuras del Sistema Limbico (Lalonde y Botez, 1990). Asi, los estudios anatémicos
han puesto de manifiesto no sélo conexiones directas y reciprocas entre el Hipotdlamo y el
Cerebelo (Haines y Dietrichs, 1990) sino que fibras procedentes de nicleos hipotaldmicos que
alcanzan la Amigdala envian colaterales hacia el Cerebelo (Dietrichs y Haines, 1986).
Ademads de estos estudios anatémicos, las relaciones funcionales entre Hipotdlamo y Cerebelo
han podido ser establecidas recientemente mediante estudios electrofisiolégicos que han
registrado actividad en células de Purkinje del vermis anterior tras estimulacion eléctricas del
Hipotdlamo, prestando asi apoyo adicional a la posibilidad de intervencién del Cerebelo en
respuestas emocionales y autonémicas (Supple, 1993).

Estudios realizados con lesiones o estimulacion del vermis cerebelar han comprobado
igualmente cambios en respuestas emocionales especificas confirmando que esta zona podria
participar en el control y expresién de conductas emocionales (Supple et al., 1987), asi como
en respuestas autondémicas (Bradley et al., 1987), algunas de las cuales se relacionan con la
manifestacion de estados de miedo (Supple et al., 1993; Supple y Leaton, 1990). Alteraciones
en conductas motivacionales como nutriciéon, por ejemplo, han sido también observadas
recientemente en animales cerebelectomizados (D’Agata et al., 1993; Mahler, et al., 1993).

En resumen, desde que Moruzzi en 1940 propuso la intervencion del Cerebelo en
funciones autonémicas se han sucedido los estudios anatémicos, electrofisiolégicos y

36



FUNCIONES

conductuales que han ido confirmando esta propuesta. Esta posibilidad funcional del Cerebelo
estd intimamente relacionada con aspectos centrales del presente trabajo por lo que
volveremos a analizarla repetidamente.

Aprendizaje y Memoria

Desde finales de 1960 se han desarrollado diversas teorias intentando implicar al Cerebelo
en el aprendizaje de destrezas motoras. Segiin estas teorias (Marr, 1969; Eccles, 1977; Ito,
1982), del Cerebelo no dependeria tanto la adquisicion de una secuencia de movimientos
como el que éstos aparecieran fluidos y diestros, es decir, bien aprendidos. La participacion
del Cerebelo en procesos de aprendizaje y memoria es, de todas las funciones no motoras
atribuidas en los iltimos afios a esta estructura, la que mds atencién y mds evidencia
experimental ha recibido (Lalonde y Botez, 1990; Ito, 1993a; Gilbert, 1993; Bloedel, 1992b;
Ivry y Baldo, 1992; Kawato y Gomi, 1992; Glickstein y Yeo, 1990; Glickstein, 1992;
Thompson, 1988; Lavond et al, 1993; Lalonde, 1994). Esto no quiere decir, sin embargo,
que haya un acuerdo total entre todos los investigadores acerca del papel, del peso especifico
o de la forma en la que el Cerebelo intervendria en aprendizaje y en memoria. Analizaremos
las principales controversias que existen en este punto a lo largo de este apartado y del
presente trabajo en general.

La elaboracion de una teoria que explicase c6mo el cortex cerebelar podia ser el lugar
anatémico donde se produjera el aprendizaje de movimientos diestros y hdbiles fue llevada
a cabo en primer lugar por David Marr en 1969 en base a datos neuroanatémicos y
neurofisioldgicos. La principal implicacién del modelo cortical propuesto por Marr es que
el Cerebelo aprende a ejecutar destrezas motoras y que, cuando eso ocurre, un simple o
incompleto mensaje del Cerebro puede provocar su ejecucion. Marr hablé de dos sistemas,
uno que funcionaria para los movimientos aprendidos (acciones) y otro para el aprendizaje
del mantenimiento de la postura y del equilibrio.

En el primer sistema, una célula del Nicleo de la Oliva Inferior (O.I) responderia a
una orden cerebral respecto de un movimiento determinado, mensaje que llegaria después,
mediante las fibras trepadoras, a la célula de Purkinje correspondiente que seria la encargada
de dar la orden para la iniciacion de ese movimiento. Pero esa célula de Purkinje tendria
ademds informacion, gracias a las fibras musgosas, del contexto en el que la célula de la
Oliva Inferior se ha disparado. Cuando esta asociacién se repite, la célula de Purkinje
aprende a reconocer ese contexto, de manera que posteriormente la s6lo ocurrencia de dicho
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contexto, basta para que la célula de Purkinje se dispare.

El segundo sistema entraria en juego cuando el Nucleo de la Oliva Inferior recibiera
informacion no del cerebro sino de receptores de diferentes tipos mediante la via ascendente
o espinal. La actividad de las células de Purkinje tendria entonces como consecuencia, segin
Marr, la reduccion de la excitacion que recibe de la Oliva Inferior. Asi, el sistema receptor-
célula O.I.-célula de Purkinje-efector, formaria un reflejo estabilizante que seria un reflejo
condicionado aprendido y que serviria para regular la postura y el equilibrio.

En sintesis, la hipétesis fundamental de la teoria de Marr afirma, por tanto, que si una
fibra paralela realiza una sinapsis al mismo tiempo (o con un intervalo de entre 50-100
mseg.) que una fibra trepadora y en la misma célula de Purkinje, entonces la eficacia de la
sinapsis aumenta siendo para Marr €sta la unica sinapsis cerebelar modificable.

La intervencion del Cerebelo en el aprendizaje de habilidades motoras ya habia sido
propuesta por Brindley en 1964 y, después de la formulacion del modelo cortical de Marr,
se sucedieron las extensiones y variaciones de esta propuesta bdsica plasmandose en teorias
como la de Albus en 1971 (segiin €l se modificaria también la sinapsis de las células en cesta;
con frecuencia se alude al modelo Albus-Marr al hacer referencia a los primeros modelos
sobre aprendizaje motor en el Cerebelo), Gilbert en 1974 (propuso que el input
noradrenérgico al Cerebelo podria ayudar a la consolidacion de la sefial motora), Eccles en
1977 (teoria de la seleccidn-instruccion) o Ito en 1982 (demostré la depresion que ocurre en
las células de Purkinje tras repetirse la estimulacion eléctrica conjunta del Nervio Vestibular
y la Oliva Inferior y, por tanto, la existencia en el Cerebelo del fendmeno de la Depresion
a Largo Plazo -LTD-).

A pesar del evidente atractivo de estas teorias y a pesar, como se ha dicho, de estar
basadas en datos anatémicos y fisiologicos, su comprobacidn en el laboratorio no ha sido
facil debido principalmente a la dificultad para diferenciar las deficiencias de aprendizaje de
las meras incapacidades motoras (Watson, 1978; Lalonde y Botez, 1990; Lalonde, 1994). Sin
embargo, varias lineas de investigacion estdn actualmente poniendo de manifiesto la
existencia de plasticidad sindptica en el Cerebelo como prueba de la participacién del mismo
en procesos adquisitivos con independencia del componente motor. Consideraremos ahora
algunas de estas investigaciones.
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REFLEJO VESTIBULOOCULAR

Cuando la cabeza de un organismo gira hacia un lado, el reflejo vestibuloocular (VOR)
genera unos movimientos compensatorios que son igualmente rdpidos y en direccion opuesta
al movimiento de la cabeza. En suma, la misiéon de este reflejo es prevenir la aparicion de
imdgenes borrosas en la retina, asegurando asi una buena vision.

Es un reflejo de circuito abierto, es decir, carece de feedback, por lo tanto debe ser
susceptible de calibracién. Y efectivamente, este reflejo puede modificarse mediante la
practica o, lo que es lo mismo, puede ser aprendido.

De hecho, se ha comprobado en primates que al utilizarse gafas que aumentan dos
veces la imagen, se producia un 16gico desajuste entre los estimulos visuales y vestibulares,
desajuste que desaparecia a los pocos dias, ya que la medida del VOR (definida como la
velocidad compensatoria del ojo dividida por la velocidad de la cabeza y que en condiciones
normales se acerca a 1.0) se incrementaba hasta 1,8 de su primitivo valor. Del mismo modo,
si se utilizaban gafas que disminuian la imagen en 1/4, el valor de VOR descendia hasta 0,3
(Lisberger, 1988a). Esta plasticidad requiere la participacion del Cerebelo ya que la ablacion
bilateral del fléculo impide nuevas modificaciones del VOR, asi como las aprendidas con
anterioridad, aunque no afecta al normal VOR (Lisberger, 1988a, b).

Sin embargo, el lugar exacto donde se produce la modificacién sindptica no se conoce
con exactitud. Para unos se situaria en las células de Purkinje y se ajustaria a los principios
de las teorias de Marr y Albus tal y como defiende, por ejemplo, "la hipétesis flocular" de
Ito (ver Ito, 1993b y c). Lisberger, por el contrario, sostiene que esa modificacién se
produce en el Tronco Cerebral, concretamente en las neuronas dianas del floculo (FTN)
(Lisberger, 1988b).

Para este autor, el papel del fléculo seria el de proporcionar sefiales que guiaran el
proceso de aprendizaje y, puesto que el aprendizaje necesita la convergencia de sefiales
visuales y vestibulares, el floculo aportaria el componente visual. Esto explicaria que las
lesiones del fl6culo impidieran el aprendizaje al interrumpir el input visual y ello a pesar de
que permaneciera intacto el lugar donde ocurriera el aprendizaje motor.

Lisberger intenta generalizar sus resultados al afirmar que, aunque localizadas en el
Niicleo Vestibular del Tronco Cerebral, las FTN forman parte de los Niicleos cerebelares
profundos del fléculo, ya que reciben inhibicién monosindptica desde las células de Purkinje.
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Segtin él, esto aumenta la posibilidad de que los Niicleos cerebelares profundos sean el lugar
del aprendizaje en muchos sistemas motores. Sin embargo, siguen sin resolverse algunas
discrepancias entre las propuestas de este autor y la "hipdtesis flocular" de Ito (ver Ito, 1993b
y c y Lisberger y Sejnowski, 1993).

En adicion a estos estudios, han sido propuestos recientemente modelos
computacionales encaminados a explicar los procesos fisiolégicos que podrian subyacer a los
fenémenos de plasticidad en el Cerebelo y, en concreto, a la modificacion de VOR (Kawato
y Gomi, 1992; Ito, 1993a).

MODIFICACIONES CELULARES DURANTE EL APRENDIZAJE MOTOR

Estos estudios han sido relevantes no sélo por detectar cambios neurobiolégicos como
consecuencia del aprendizaje sino que ademds han conseguido superar la limitacion
mencionada anteriormente respecto a la dificultad de diferenciar entre consecuencias motoras
o adquisitivas tras manipulaciones en el Cerebelo. Asi, registros neurofisiologicos de células
de Purkinje del Lébulo HVI han detectado un incremento en la excitabilidad de las dendritas
de estas células especificamente asociado al condicionamiento de la membrana nictitante de
conejos (Schreurs et al., 1991).

Asimismo, otra prueba de la implicacién del Cerebelo en el aprendizaje motor la
proporciond el hecho de que, tras este tipo de aprendizaje, se produjera sinaptogénesis en el
cortex cerebelar, lo que fue puesto de manifiesto por Black et al. (1990) en un estudio en el
que sometieron a grupos de ratas a tareas motoras con diferente nivel de exigencia:
aprendizaje de nuevas destrezas motoras, ejercicio motor forzado, ejercicio motor voluntario
e inactividad. El andlisis histoldgico de los Lobulos Paramedianos (LPM), regiones asociadas
al movimiento de los miembros, reveld que el nimero de sinapsis por cada célula de Purkinje
habia aumentado en un 25% solamente en la primera condicién aunque no habia incremento
en la densidad vascular. En el resto de las condiciones no habia aumento alguno de sinapsis,
siendo su mimero similar en las tres condiciones. En las condiciones de ejercicio forzado y
voluntario hubo un incremento en la densidad de los capilares de LPM probablemente para
mantener el incremento metabdlico asociado a los altos niveles de actividad neuronal que se
daba con la repeticién exhaustiva de movimiento. Los resultados ponen de manifiesto, por
tanto, que la mera activacion repetitiva neuronal o el uso de sinapsis preexistentes, no genera
nuevas sinapsis en esta region; solamente cuando existe la necesidad de utilizar movimientos
hdbiles y bien aprendidos es cuando ocurren las alteraciones en las conexiones sindpticas
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(Black et al., 1990).

De igual modo, cambios neurobiol6gicos en células de Purkinje de los Lobulos VI y
VII del vermis de ratas de edad avanzada consistentes en una pérdida de la funcion
moduladora beta-noradrenérgica, han sido también encontrados y relacionados con la mayor
dificultad para tareas de aprendizaje motor observada en estas ratas (Bickford, 1993).

CONDICIONAMIENTO CLASICO

En este apartado es donde se han obtenido las pruebas mds concluyentes de la implicacién
del Cerebelo en aprendizaje motor, a través, fundamentalmente, del estudio del
condicionamiento de la membrana nictitante, un parpado cartilaginoso que poseen algunos
animales, entre ellos el conejo.

Hilgard y Marquis utilizaron en 1935 por primera vez el condicionamiento cldsico
(C.C.) del parpado en perros y monos. En esencia, el paradigma es el mismo que se utiliza
para el condicionamiento de la membrana nictitante en conejos, respuesta ampliamente
estudiada por Gormezano (Thompson et al, 1987) y que se produce cuando un estimulo
incondicionado (E.I.), por ejemplo un soplo o un shock eléctrico periorbital, se asocia con
un estimulo condicionado (E.C.), una luz o un sonido, hasta que el E.C. por si solo elicita
la respuesta condicionada (R.C.), es decir, el cierre del pdrpado externo del conejo y el
deslizamiento de la membrana nictitante. El intervalo 6ptimo entre el EC y el EI es de 400
mseg. (Woodruff-Pak et al., 1990). Este modelo ha demostrado ser de gran utilidad para el
estudio de la neurobiologia del aprendizaje y de la memoria ya que, por una parte, el circuito
neural que sustenta esta forma simple de aprendizaje ha sido casi completamente identificado
y, ademds, por el gran paralelismo que existe en el condicionamiento del parpado entre
conejos y humanos.

En los ultimos diez afios se han sucedido las investigaciones encaminadas a delimitar
la estructura o estructuras necesarias y suficientes que subyacen a este aprendizaje. Asi,
Thompson (1984b; 1988) desarroll6 la idea de que esta elemental forma de movimiento h4bil
aprendido podia depender del Cerebelo basdndose en dos tipos de observaciones:

1) Se habia observado que en el Hipocampo existia un notable paralelismo entre la actividad
celular y el desarrollo de CC. Sin embargo, animales con lesiones en el Hipocampo
mantenian esta R.C., y lo mismo ocurria en animales descorticados y descerebrados. Los
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circuitos esenciales para mantener ese trazo de la memoria debian encontrarse, pues, a
niveles mds bajos del Tdlamo (Woodruff-Pak et al., 1990).

2) Thompson y asociados adoptaron como estrategia general el registrar la actividad neuronal
de un conejo entrenado en condicionamiento parpebral como método de muestreo para
identificar posibles lugares de almacenamiento de memoria. Estos registros electrofisiol6gicos
pusieron de manifiesto que el condicionamiento de esta respuesta aprendida se reflejaba en
la actividad de neuronas situadas en el Hipocampo, en el Cerebelo (cortex y Niicleos Dentado
e Interpdsito) y en distintos lugares del Tronco Cerebral como el Coliculo Superior, Sustancia
Gris Central, Nucleos Pontinos, Nucleo Rojo, Niucleo Tegmental Reticular y Oliva Inferior
(Thompson et al., 1984a y b; Thompson et al., 1987). Es decir, la actividad neuronal de
estas zonas correspondia a los requisitos que se consideraban caracteristicos del trazo de
memoria ya que el patron de descarga neuronal precedia a la respuesta conductual aprendida
como mucho en 60 mseg., pero no precedia a la respuesta refleja y, ademds, crecia en el
curso del entrenamiento, es decir, predecia el aprendizaje conductual (Thompson et al.,
1984a,b; Woodruff-Pak et al., 1990).

La comprobacion, ademds, de que la estimulacién del Niicleo Interpésito del Cerebelo
producia el cierre del pdrpado ipsilateral (McCormick y Thompson, 1984) y de que
pequenas lesiones (1Imm) situadas en esa misma zona (Lavond et al., 1985) interrumpian el
condicionamiento de la membrana nictitante sin afectar a la respuesta incondicionada y sin
impedir el aprendizaje en el lado contralateral del cuerpo, convirtié a esta estructura en la
candidata idonea para explicar este aprendizaje y llevé a Thompson a elaborar el circuito
anatomico potencial para dicha respuesta (Thompson, 1986; Thompson, 1988) que, en
esencia, se ajusta al modelo propuesto por Marr al considerar que el aprendizaje de dicha
respuesta se localizaria en neuronas que recibirian activacién convergente de fibras musgosas-
paralelas activadas por el EC y fibras trepadoras activadas por el EI:

Via del E.I.: La evidencia que proviene de estudios con lesiones y microestimulacion sugiere
que el camino para el E.I. son las fibras trepadoras. Estas fibras se originarian
principalmente en una region del Nicleo de la Oliva Inferior (O.1.), concretamente en el lado
medio de la Oliva principal y dorsalmente en la Oliva accesoria. Estas dreas olivares son
activadas por aferencias del Trigémino procedentes de zonas alrededor de los ojos (Glickstein
y Yeo, 1990). Las fibras trepadoras, a través del Pedinculo Cerebelar Inferior llegan hasta
la zona HVI del cortex cerebelar (Van Ham y Yeo, 1992); igualmente’ se han establecido
conexiones entre el Nucleo de la Oliva Inferior y los Niicleos Profundos del Cerebelo (Kitai
et al., 1977; Courville et al., 1977; Steinmetz y Sengelaub, 1992; Gould et al., 1993).
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De esta forma, si se lesiona O.1., se impide la adquisicion de la R.C. y se produce
la extincién de R.Cs. ya establecidas (McCormick et al., 1985). Ademds, estimulacion
eléctrica de esta zona asi como del 16bulo HVI del cortex cerebelar sirve como un efectivo
E.I. para el aprendizaje normal de R.C. (Swain et al., 1992). Por el contrario, ni la
estimulacion directa del Niicleo Rojo ni del Nicleo Interpdsito sirven como E.I. (Chapman
et al., 1988) aunque la intervencién del Nicleo Rojo en CC ha sido plenamente probada
(Tsukahara, 1984).

Via del E.C.: Thompson sugirié que la transmision del E.C. correria a cargo de las fibras
musgosas que llegan al Cerebelo desde dreas visuales y auditivas de los Nucleos Pontinos.
Por ello, la estimulacion eléctrica de diversas fuentes de dichas fibras asi como del Pediinculo
Cerebelar Medio sirve como un eficaz E.C. para el establecimiento del CC de la membrana
nictitante, aprendizaje que se ve interrumpido con la lesién del Nucleo Interpdsito (Steinmetz
et al., 1986; Lavond et al., 1987). Existe asimismo confirmacién anatémica de la relacion
entre los Nicleos Pontinos origen de fibras musgosas y el Cerebelo (Cortex y Niicleos
Profundos) (Shinoda et al., 1992; Steinmetz y Sengelaub, 1992; Gould et al., 1993).

Via de la R.C.: Las fibras con esta informacién irian desde el Nucleo Interpdsito ipsilateral
al lado entrenado del cuerpo y, a través del Pediinculo Cerebelar Superior, llegarian a la
divisién magnocelular contralateral del Nucleo Rojo hasta actuar, por ultimo, en neuronas
motoras (Thompson, 1988). Por ello, como hemos dicho, lesiones del drea Interpdsito-
Dentado y también del Niicleo Rojo (Chapman et al., 1988) impiden el condicionamiento de
la membrana nictitante, respetando la respuesta incondicionada.

Para Thompson, por tanto, la asociacién repetida de una fibra musgosa llevando el
E.C. y una fibra trepadora llevando el E.I., llevaria al aprendizaje de la respuesta elicitada
al principio tan solo por la estimulacién de las fibras trepadoras (Thompson, 1988).

Es decir, de acuerdo a las teorias de Marr, ocurriria un cambio en la eficiencia
sindptica de la conexion entre las fibras paralelas y las células de Purkinje (segiin Albus e
Ito, ese cambio consistiria en una disminuciéon de la eficacia sinaptica). De manera que
presentando el E.C. sélo, se obtendria un nivel de disparo mds bajo de la célula de Purkinje
y puesto que ésta es inhibitoria, las células de los micleos que reciben sus impulsos deberian
aumentar su actividad con lo que llegariamos a que un E.C., neutro en principio, elicitara
por si solo un movimiento (Glickstein y Yeo, 1990). Las huellas de memoria se formarian,
segun estas propuestas, en neuronas que recibieran activacion convergente de fibras paralelas-
musgosas y trepadoras, las células de Purkinje en el cortex cerebelar y, segiin Thompson,
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las células principales del Nicleo Interpdsito (Woodruff-Pak et al., 1990).

Estudios sucesivos parecen apoyar las propuestas de Thompson ya que tanto las
lesiones electroliticas como la administracién de dcido Kainico y de Haloperidol en la zona
Interpésito-Dentado del Cerebelo impiden la adquisicion (Sears y Steinmetz, 1990a) y
bloquean el condicionamiento sin afectar a la respuesta incondicionada tanto de la membrana
nictitante de conejos (Sears y Steinmetz, 1990b; Lavond et al., 1985), como del reflejo
parpebral de ratas (Skelton, 1988). Estas lesiones impiden la reaparicién de las respuestas
condicionadas incluso diez meses después de la lesién y tras un entrenamiento intensivo
(Steinmetz, et al., 1992). La integridad del Cerebelo y de sus circuitos asociados también
podria ser esencial para la adquisicion del condicionamiento parpebral en humanos (Lye et
al., 1988; Daum et al, 1993b; Solomon et al., 1989; Topka et al., 1993) asi como para otras
preparaciones de condicionamiento como el CC de la flexion patelar (Marchetti-Gauthier et
al., 1990), la bradicardia aprendida (Supple y Leaton, 1990; Kapp y Supple, 1992; Supple
y Kapp, 1993; Supple et al., 1993), o el condicionamiento de tareas de evitacion
(Schneiderman-Fish et al., 1979).

Sin embargo, y a pesar de todos estos datos, hay todavia cuestiones sin aclarar acerca
del papel exacto que ejerce el Cerebelo en aprendizaje. Una de ellas es la relativa a la
participaciéon de la corteza cerebelar en el CC de la membrana nictitante debido a las
discrepancias de resultados entre el laboratorio inglés de Yeo y colaboradores y el americano
de Thompson. Asi, lesiones restringidas al 16bulo simplex (I6bulo HVI) realizadas en el
laboratorio inglés consiguen eliminar las RCs e impedir su readquisicion pero Thompson y
col., sin embargo, no consiguen replicar estos mismos resultados (McCormick y Thompson,
1984 y revisiones en Perret et al., 1993; Glickstein, 1992; Hardiman y Yeo, 1992; Lavond
et al., 1993 y Thompson y Krupa, 1994).

También han surgido dudas acerca de que el Cerebelo sea, como afirma Thompson,
esencial y suficiente para la expresion de este condicionamiento. En ese sentido, se ha
comunicado que animales descerebelados son capaces de manifestar en algin grado RCs
(Kelly et al., 1990) al igual que pacientes con degeneracion cerebelar (Topka et al., 1993)
y se ha asegurado incluso que el Nucleo Interpésito del Cerebelo tan sélo intervendria en la
manifestacion motora de dichas RCs pero no seria el lugar donde se produjera el aprendizaje
(Welsh y Harvey, 1991). Otros, por iltimo, creen que el Niicleo Interpésito podria resultar
esencial para la adquisicién de un aprendizaje asociativo pero no lo serfa para la retencién
del mismo (Marchetti-Gauthier et al., 1990) y que el Cerebelo podria participar en el proceso
de consolidacion pero no en el almacenamiento de la memoria (Guillaumin et al., 1991;
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Bloedel, 1992a y b).
A pesar de estas controversias, realmente son cada vez mds numerosas las evidencias
que apoyan la consideracion del Cerebelo como una "méquina de aprender”, tal y como lo

definen las teorias ya cldsicas (Marr, 1969; Eccles, 1977), y que podria servir para atender
todo tipo de control neural, autonémico, motor o mental (verbal o no verbal) (Ito, 1993a).
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HIPOTESIS GENERAL

Esta tltima posibilidad funcional del Cerebelo probablemente fuera suficiente para justificar
por si sola el estudio de la participacion del Cerebelo en el Aprendizaje Interoceptivo. Pero,
atn en el caso de que no fuese asi, existen numerosas razones que apoyan un esfuerzo en ese
sentido. Se han descrito ya diversos estudios confirmando el papel autonémico del Cerebelo
apuntado en primer lugar por Moruzzi (Bradley et al., 1987; Supple et al., 1993; Supple y
Leaton, 1990), y las relaciones de este centro con el Hipotdlamo (Dietrichs y Haines, 1986;
Haines y Dietrichs, 1990; Supple, 1993).

En el mismo sentido, se ha aportado el dato conocido desde hace tiempo y que
establece que aferencias cerebelares de cardcter visceral vagal discurren desde el Nucleo
Dentado hasta el Talamo (Dell y Olson, 1951). Asimismo, datos mds actuales confirman que
aferencias vagales alcanzan a las células de Purkinje del vermis y de la zona Intermedia
(Tong et al., 1991) y que esas aferencias llegan tanto a través de las fibras trepadoras como
de las musgosas (Perrin y Crousillat, 1985).

En el Cerebelo se ha confirmado también la existencia de informacion gustativa ya
que células de Purkinje que responden a estimulacién eléctrica del Nervio Glosofaringeo (IX
par craneal) cambian su actividad al ser manipulada la sensibilidad gustativa (Hanamori y
Ishiko, 1987; Hanamori et al., 1986), sensibilidad que se ve alterada por lesiones del cortex
cerebelar (Scalera y Benassi, 1989). De qué modo alcanzan las aferencias gustativas al
Cerebelo se desconoce hasta la fecha, aunque se ha sugerido (Brooks, 1986) que podria
realizarse a través de una conexion directa que se origina en el NTS y que alcanza a las
fibras musgosas (Perrin y Crousillat, 1985).

Por otra parte, el Cerebelo mantiene conexiones reciprocas con NTS y PBN (Supple
y Leaton, 1990; Cholley et al., 1989; Perrin y Crousillat, 1985; Paton et al., 1991), dreas
cuya implicacién en AAG se ha sugerido repetidamente y que hemos visto confirmada en
nuestro laboratorio.

Por ultimo, estd la conviccion de algunos autores de que los nicleos profundos del
Cerebelo deben de contar con muchas mds aferencias directas desde el tronco cerebral de las
conocidas hasta ahora (Dietrichs y Walberg, 1987; Kitai et al., 1977; McCrea et al., 1977)
y, de hecho, estudios recientes parecen confirmar esa opinién (Shinoda et al., 1992;
Steinmetz y Sengelaub, 1992; Gould et al., 1993). Cabe la posibilidad de que estudios
posteriores en esta direccion permitan contar con la evidencia anatémica que apunte al
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Cerebelo como zona de convergencia de informacion gustativa (a través de fibras musgosas
quizds) y de informacioén visceral (probablemente a través de aferencias vagales que
alcanzaran fibras trepadoras).

Mientras se produce esa confirmacion anatémica, pueden realizarse pruebas
conductuales que permitan confirmar o no esa idea. Pero, lamentablemente, los estudios en
AAG realizados hasta ahora en Cerebelo no han podido demostrar que se trate de un centro
esencial para este tipo de aprendizaje. En concreto, Supple et al., (1987), tras lesionar el
vermis de ratas, siguieron observando la existencia de un consistente AAG. Estos autores,
sin embargo, utilizaron un paradigma de aprendizaje a Largo plazo (30 minutos de dilacion),
pero ;qué ocurriria con un paradigma que se ajustase mds a los requisitos temporales del
CC? ;Y qué ocurriria si la lesion se realizara en zonas mds laterales del Cerebelo, como es
la zona Interpdsito-Dentado? Y en el supuesto que viesemos confirmada la participacion del
Cerebelo en AAG, ;intervendrian de la misma manera en dicho aprendizaje las aferencias
y eferencias cerebelares?

Para responder a estas y a otras cuestiones planteadas hasta ahora se llevo a cabo la
siguiente Tesis Doctoral.
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Subdivisiones funcionales del cerebelo
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CAPITULO I. INTERVENCION DE LOS NUCLEOS PROFUNDOS DEL CEREBELO EN
EL APRENDIZAJE AVERSIVO GUSTATIVO



EXPERIMENTO 1a

Aprendizaje Aversivo Gustativo (AAG) a Corto Plazo en Animales con Lesion de la
Zona Interpésito-Dentado y en Animales Controles (Lesion Ficticia).

Introduccion

Segiin nuestra hipotesis de trabajo, el Cerebelo podria participar en alguna medida en AAG
y parece 16gico suponer que lo harfa en aquella modalidad que comparte caracteristicas con

el CC y ello por dos razones:

1) Los trabajos de Thompson, Yeo y otros autores utilizan paradigmas de Condicionamiento
Cldsico para demostrar la intervencién del Cerebelo en aprendizaje motor (Thompson, 1986;

Glickstein y Yeo, 1990).

2) La existencia, comprobada recientemente como se ha visto, de aferencias al Cerebelo
mediadas por el Nervio Vago (Tong et al., 1991; Perrin y Crousillat, 1985), aportan el
posible sustrato para que la informacion visceral alcance rdpidamente el Cerebelo.

Estas razones determinan, por tanto, la utilizacién de un paradigma de AAG a Corto
Plazo. En él, la ingestién del estimulo gustativo va acompafada de forma simultdnea con la
administracién del estimulo aversivo (CINa hipert6nico). La simultaneidad en la presentacion
de los estimulos aproxima este paradigma a los requisitos temporales del CC, como ya se

dijo.

La utilizacién de CINa como estimulo aversivo, por su parte, viene respaldada por
estudios realizados previamente en nuestro laboratorio (Arnedo et al., 1990; Arnedo et al.,
1991; Agiiero et. al., 1991). Estos estudios indican que este producto cumple todos los
requisitos para ser detectado por receptores periféricos situados en la cavidad gdstrica. Esos
receptores pueden enviar esa informacién visceral (irritacién y malestar gdstrico) a
estructuras superiores a través del Nervio Vago (Simansky et al., 1982; Jerome y Smith,
1982; Jerome y Smith, 1984; Sakaguchi y Yamazaki, 1986).

En este estudio y mediante el implante de dos catéteres, uno por cada producto (vease

procedimiento), se intenta anular la informacién somatosensorial que el paso de liquido a
través de la fistula pudiera proporcionar al animal.
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N. INTERPOSITO

El lugar de lesion elegido se corresponde con la zona Interpdsito-Dentado, region que
ha sido prioritariamente implicada en el condicionamiento parpebral (Lavond et al., 1985;
Thompson, 1988; Skelton, 1988; Sears y Steinmetz, 1990a y b).

Meétodo
SUJETOS

Se emplearon 16 ratas macho de la raza Wistar suministradas por el Animalario de la
Universidad de Granada y cuyos pesos, al principio del estudio, oscilaban entre 270-340 gr.
De estos animales, la mitad corresponderia al grupo lesionado (zona Interpésito-Dentado) y
la otra mitad formaria el grupo control (lesion ficticia).

Los animales fueron colocados individualmente en jaulas de metacrilato de 15x30x15
cms. Los laterales de estas jaulas eran negros y opacos, mientras que ambos frontales eran
transparentes. El suelo consistia en una bandeja blanca, también de metacrilato, cubierta con
serrin. Uno de los dos frontales de las jaulas presenta dos orificios de 1.6 cms de didmetro
situados a la misma distancia del centro y de los extremos y a igual altura del suelo de la
jaula. A través de estos orificios se suministra el estimulo gustativo liquido a los animales
mediante boquillas unidas a buretas cilindricas graduadas.

La temperatura de la habitacion se mantuvo entre 21°-24° y con periodos de luz-
oscuridad de 12 horas cada uno. Las luces se encendian de 9 a.m. a 9 p.m. realizdndose
entonces todas las pruebas experimentales.

Se concedi6 un periodo de adaptacién de 2-3 dias, durante el cual los animales
permanecieron en sus jaulas con comida y agua ad libitum hasta el momento de ser
intervenidos quinirgicamente.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Lesion Electrolitica de la Zona Interpésito-Dentado

Se efectud bajo anestesia con pentotal sédico (Tiopental sédico, Lab. Abbot) i.p. a una dosis
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de 50 mg/Kg.

Los animales, anestesiados y con la parte superior de la cabeza afeitada, fueron
colocados en un aparato estereotdxico (Stoelting Co. Estereotdxico 51.600). Después de
practicar una incisién de aproximadamente 16 mm. de largo y de retirar el tejido conjuntivo
periostico adherido al crdneo, se realizaron dos pequefios orificios en la zona correspondiente
a las coordenadas anteroposterior y lateral.

Una vez seccionada la duramadre, se procedid a introducir el electrodo hasta un punto
determinado por la coordenada vertical. Alli se aplicd, bilateralmente y durante 10 segundos,
una corriente continua catédica de 3 mA, suministrada por un generador de lesiones modelo
DCML-5 (Grass Instruments Corp., Quincy, Mass, USA).

La corriente se aplic6 a través de un electrodo monopolar de, aproximadamente, 200
micras de didmetro, aislado con INSL-X en toda su longitud, a excepcion de los O.5 mm.
distales. Cerraba el circuito eléctrico un electrodo masa situado en la periferia del animal.

Las coordenadas estereotdxicas utilizadas para realizar la lesion se basan en el atlas
estereotdxico de Paxinos (Paxinos y Watson, 1986) y fueron:

A-P: -2.2 L: + 30 V:4.0

Para la lesion ficticia de los animales controles, se reprodujeron todos los pasos
anteriores, pero, en este caso,la coordenada vertical que se usé fue de 5.2 y no hubo paso
de corriente a través del electrodo.

Extraido el electrodo del cerebro, se suturé la herida (a excepcién de una pequeia
abertura), se retird al animal del marco estereotdxico y se procedié a realizar la
correspondiente cirugia periférica tanto para los animales experimentales como para los
controles.

Implantacion de dos Catéteres Intragdstricos

Una vez realizada la operacion a nivel central y con el animal todavia anestesiado (en
ocasiones fue necesario administrar adiccionalmente éter etilico -Lab. Quimoén. Barcelona-),
se le afeita el abdomen y, con todo el material quinirgico esterilizado, se practica a lo largo
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de la linea media de la pared abdominal,una incisién de aproximadamente 3 cms de longitud.

Localizado el estémago, se extrae con cuidado fuera de la cavidad abdominal. A
través de una pequena seccion (2 mm) en la superficie ventral de la zona del cardias del
estdmago, se introduce el extremo de una fistula (Silastic. Silastic-Medical Grade Tubing.
Dow Corning Corp., Michigan, USA.) que caracteristicamente presenta un pequefio
abultamiento realizado con adhesivo quinirgico (Medical Adhesive Silicone. Type A. Dow
Corning Corp. Michigan, USA.). Este ensanchamiento de la fistula tiene por objeto el
impedir su desprendimiento del estomago una vez que la incision se cierra alrededor de ella.

Un segundo catéter es implantado de forma andloga, a través de una incision contigua
a la anterior. Una vez que las dos fistulas han sido firmemente aseguradas dentro del
estomago, €ste es situado nuevamente en el interior de la cavidad abdominal en la posicién
original.

Durante todo el tiempo de la intervencion quinirgica y mientras el estémago
permanece fuera de la cavidad abdominal, se le mantiene constantemente irrigado con Suero
Fisiologico Isoténico (Apiroserum. Lab. YBIS, Madrid).

Posteriormente, y a través de una pequefia abertura dorsal (inmediatamente debajo de
la cabeza), se realizan dos tineles subcutdneos (uno a cada lado del animal) por el que se
exteriorizan los extremos libres de las fistulas, alrededor de los cuales se crea un nuevo
abultamiento de adhesivo quinirgico, ddndose posteriormente los puntos de sutura necesarios
para permitir cerrar la herida. Finalmente, las paredes abdominales se cierran mediante una
serie de puntos de sutura.

Para evitar posibles infecciones, tanto los animales experimentales como los controles,
reciben una dosis intramuscular de 0.1 de una solucién de penicilina (Penilevel retard. Lab.
Level, S.A. Barcelona) a la concentracién de 250.000 U.I./ml.

Periodo de recuperacién: Concluido el proceso quinirgico, los animales son devueltos
a sus jaulas, con comida y agua ad libitum, concediéndoseles un periodo de recuperacién de
7-10 dias.

Periodo de preentrenamiento: Una vez concluido el periodo anterior, se les retira el
agua, de manera que, a partir de entonces, tan s6lo se les permite el acceso a ella durante
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periodos de 7 minutos cada dia. Durante este tiempo, el agua se les presenta mediante dos
buretas simultdneamente, pudiendo beber libremente de cualquiera de ellas. Pasados los 7
minutos, las buretas son retiradas y aproximadamente 30 minutos después reciben 15 grs. de
alimento sélido (Alimento de Laboratorio. Dietas Panlab. Panlab S.L. Barcelona). Este
periodo se considera concluido cuando los animales aprenden a alternar y beben
indistintamente de una y de otra bureta (3 dias).

Tanto en este periodo como en el proceso experimental, se utiliza ruido blanco de
fondo que amortiguaria posibles ruidos fortuitos. Ademds, 30 minutos antes de ofrecerles la
posibilidad de tomar agua y para evitar posibles obstrucciones, se les limpiaba diariamente
los catéteres con agua (0.5 cc. aproximadamente) a temperatura ambiente.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A los animales se les ofrece durante 7 minutos, dos buretas conteniendo cada una un estimulo
gustativo distinto, Fresa (F) y Coco (C) (McCormick Co. INC. San Francisco. California.
USA; a una concentracion de 0.5 cc. por cada 100 cc. de agua). Ambos sabores son
equivalentes para el animal en cuanto a preferencia inicial, novedad, y ausencia de
propiedades nutritivas.

La ingestion de uno u otro de estos estimulos gustativos iba asociada a la
administracion intragdstrica simultdnea (mediante las fistulas implantadas) de uno u otro de
los dos productos: CINa hiperténico (5%. 0.85 M) y Suero Fisiolégico Isoténico (SFI),
balancedndolos de manera que la mitad de los animales (tanto en el grupo experimental como
en el control) recibia la sustancia aversiva (CINa hipertdnico) al mismo tiempo que bebia uno
de los estimulos gustativos y la neutra (SFI) simultdneamente a la ingestién del otro estimulo.
La asociacion se hacia al revés con el resto de los animales (Ver diagrama I).

La tasa de administracion de ambos productos era de 0.5 cc. por 1 cc. de liquido
ingerido y se realizaba a través de dos conectores de pldstico con longitud suficiente para
permitir la libertad de movimientos del animal.

En este paradigma de AAG a Corto Plazo, se considera a cada sesién experimental
como una prueba de discriminacién en si misma, ya que el animal tiene que detectar de
forma inmediata, cudl de los dos estimulos gustativos estd asociado con el producto aversivo
que le provoca la estimulacion gastrointestinal.
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Finalizados los 7 minutos correspondientes, se retiraban las buretas y se registraban
las cantidades consumidas de cada estimulo gustativo. Se considera que los animales tienden
a aprender si consumen significativamente menos del estimulo asociado con el CINa. Por el
contrario, no habria aprendizaje si los animales bebian mds del sabor asociado con el
producto aversivo, o bebian cantidades iguales de ambos estimulos.

Resultados

Los resultados se resumen en la grafica 1. Tanto los datos del Grupo Experimental (Grafica
2) como los del Grupo Control (Gréfica 3) se analizaron mediante ANOVA (Droga x Dias).
En el Grupo Experimental ni el efecto Droga F(1,7) = 4.77, p>0.05, ni el efecto Dias
F(4,28) =1.02, p>0.05 ni la interaccién Droga x Dias F(4,28) =2.49, p> 0.05 fueron
significativos.

Por el contrario, el Grupo Control aprende correctamente la tarea discriminativa ya
que la interaccion Droga x Dias resulté plenamente significativa F(4,28) =3.56, p<0.02.

Discusion

Los resultados obtenidos en este experimento indican que la lesién de la regién Interpdsito-
Dentado del Cerebelo en ratas interrumpe un Aprendizaje Aversivo Gustativo a Corto Plazo,
caracterizado por la rapidez con que el animal debe procesar la informacién gustativa y
visceral a fin de discriminar entre los estimulos negativos y los inocuos. Un aprendizaje que,
por otra parte y a pesar de lo estricto de las demandas temporales, es plenamente logrado por
el grupo control con falsa lesiéon. De hecho, y como puede comprobarse a través de las
graficas 1, 2 y 3, las preferencias de los grupos lesionado y control estdn invertidas.

Ya se ha demostrado previamente en nuestro laboratorio que este aprendizaje se basa
en la deteccion interoceptiva visceral (vagal) del producto aversivo y no en otro tipo de
indices somatosensoriales como pueden ser el paso del liquido por el catéter, la distension
gdstrica, etc. (Amedo et al., 1990). Pero el hecho de utilizar aqui dos fistulas elimina la
posibilidad de que los animales utilicen ese otro tipo de sefiales extereoceptivas para
establecer el aprendizaje. De esta manera, pues, se consigue igualar todas las condiciones,
a excepcién del producto que se administra, que en un caso (CINa) es aversivo para el
organismo y en otro (SFI) es inocuo.
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Nuestros resultados son, pues, parecidos a los obtenidos en otras modalidades de
aprendizajes andlogos. En efecto, lesiones bilaterales de la zona Interpdsito-Dentado han
resultado suficientes para interrumpir un CC previamente establecido en el pdrpado o en la
membrana nictitante (Lavond et al., 1985; Thompson, 1988; Skelton, 1988; Steinmetz et al.,
1992; Steinmetz et al., 1992; Ivkovich et al., 1993).

Hay que resaltar, sin embargo, que estudios en AAG similares al nuestro no se han
llevado a cabo hasta la fecha en el Cerebelo por lo que es imposible comparar resultados.
A pesar de ello, creemos que la lesion ha interrumpido especificamente esta modalidad de
aprendizaje. Inicialmente, y a través de la observacion de la actividad animal normal, se
podria concluir que esta interrupcion no parece ser consecuencia de una incapacidad motora
o de otro tipo producida por la lesién, como tampoco parece serlo en el caso del aprendizaje
de otros procesos adquisitivos estudiados con anterioridad (Thompson, 1988; Skelton et al.,
1988; Glickstein y Yeo, 1990). Igualmente y a través del hecho de que las cantidades totales
de liquido consumidas por ambos grupos (Lesionado y Control) (Grédfica 1) sean muy
similares, se podria descartar, en principio, un malestar generalizado en los animales
experimentales como resultado de la lesion. En cualquier caso, esta problemadtica ha sido
analizada adicionalmente a través del siguiente experimento.
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Sujetos
1-4 5-8
Fi Cd Fi Cd
CINa SF SF CINa

Diagrama I.- Esquema del procedimiento seguido en el paradigma de Aprendizaje Aversivo
Gustativo a Corto Plazo, con la administracion simultdnea de CINa y Suero Fisioldgico (SF).
Fi = Fresa a la izquierda; Cd = Coco a la derecha.

59



N. INTERPOSITO

Consumo (ml)

300

257,5

250

200 -

150 -

100

S50 ]

G.LESIONADO G.CONTROL

BEE AvERsSIVO il NO AVERSIVO

Grifica 1.- Cantidades totales consumidas por ambos grupos (Lesionado y Control) de los
estimulos gustativos asociados a CINa (Aversivo) y a Suero Fisioldgico (No Aversivo) en el

Experimento la.
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G. LESIONADO

CONSUMO (ml)

L M R

o | | I ; !
1 2 3 4 5

DIAS

>< CINa < S.Fisiol.

Gréfica 2.- Gréfica correspondiente a las cantidades medias consumidas por el grupo Lesionado en las diferentes sesiones experimentales del
Experimento 1a.
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G. CONTROL

CONSUMO (ml)

10

5 — =

4 —
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1 =

o \ L ! !
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DIAS

X CINa X S.Fisiol.

Grifica 3.- Cantidades medias consumidas por el grupo Control en las diferentes sesiones experimentales del Experimento 1a.

62



N. INTERPOSITO

SESIONES

Ia 28 38 48 Sa

CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F.

X 46.0 | 28.4 44.8 | 24.6 43.6 | 24.6 40.2 | 20.5 46.0 6.6

3.7 3.5 5.6 3.0 5.4 3.0 5.0 2.5 5.7 0.8

> |

S.D. 4.6 3.0 3.2 2 3.3 2.6 3.5 ¢ 1.9 1.5

Tabla I.- Cantidades (ml) correspondientes a la ingesta del Grupo Lesionado en una tarea de
Aprendizaje Aversivo Gustativo a Corto Plazo con administracion de CINa y de Suero Fisiolégico

(SF).
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SESIONES

13 23 33 4a 5a

CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F.

Ix 27.8 | 43.9 224 | 422 13.4 | 54.5 18.1 |53.4 13.3 | 63.4

3.4 54 2.8 5.2 1.6 6.8 2.2 6.6 1.6 1.9

>

S.D. 3.6 4.0 2.9 4.1 2.0 4.5 2.3 5.0 1.9 4.4

Tabla IL.- Cantidades (ml) correspondientes a la ingesta del Grupo Control en una tarea de
Aprendizaje Aversivo Gustativo a Corto Plazo con administracién de CINa y de Suero Fisiologico

(SF).
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EXPERIMENTO 1b

Aprendizaje Aversivo Gustativo a Largo Plazo en Animales con Lesion de la Zona
Interpésito-Dentado y en Animales Controles con Falsa Lesion.

Introduccion

El Cerebelo es una estructura implicada en el comportamiento motor y éste puede verse
afectado por las diversas lesiones cerebelares (Brooks, 1986). A pesar de ello, los estudios
sobre aprendizaje realizados tras lesiones de la zona Interpdsito-Dentado no suelen hacer
referencia (ver Thompson et al, 1984b) a la existencia o no de déficits motores. Esta ausencia
de referencias podria significar que, o bien tales déficits no existen, o que simplemente no
son relevantes para estudiar el reflejo parpebral, el ritmo cardiaco o el reflejo vestibuloocular
que son algunas de las respuestas que se han venido examinando.

En esta serie experimental la dificultad se ve aumentada por el hecho de que existen
pocos estudios realizados con ratas. En efecto, la tnica referencia encontrada sobre este
tema, afirma que tras la lesién de los micleos cerebelares se observan déficits pasajeros en
movimiento y postura. Estos déficits, sin embargo, son menos evidentes con el paso del
tiempo y habrian desaparecido posteriormente (Schneiderman-Fish, et al., 1979). La misma
recuperacion se observa tras lesiones del vermis: la ataxia y el temblor que estas lesiones
provocan desaparecen tres semanas después de la operacién (Supple et al., 1987). Pero, en
cualquier caso, serfa conveniente demostrar que los resultados del Experimento 1a no son
debidos a incapacidad motora o de otro tipo producida por la lesion electrolitica.

El hecho de que se hayan identificado dos posibles sistemas anatémicos diferentes
como sustrato del Aprendizaje Interoceptivo, uno de los cuales utilizaria el Nervio Vago y
PBN(m) (Arnedo et al., 1990; Agiiero et al., 1991b) mientras que la otra via implicaria al
AP y PBN(I) (Gallo y Puerto, 1986; Gallo et al., 1988; Gallo et al., 1990; Agiiero et al.,
1991b), permite la posibilidad de interrumpir una u otra modalidad de aprendizaje
dependiendo de las condiciones experimentales y la estructura nerviosa lesionada (Arnedo y
Puerto, 1986; Amedo et al., 1991; Armedo et al., 1990; Agiiero et al., 1991b). Este hecho
permite asimismo descartar cualquier interpretacion de los resultados en funcion de una
mayor dificultad en un paradigma u otro (Arnedo et al., 1990; Agiiero et al., 1991b; Arnedo
et al., 1993).

De acuerdo con estas premisas, el objetivo del presente experimento seria el
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comprobar una vez mds, ahora en el Cerebelo, si la interrupcién del aprendizaje es especifica
a una sola de las modalidades, (aquella cuyos requisitos la aproximan a las caracteristicas de
CC), o si, por el contrario, es inespecifica para ambas modalidades incapacitando a los
sujetos experimentales para todo tipo de proceso adquisitivo. Para ello, en la primera parte
de este experimento, los animales han de aprender una tarea caracteristica de Al a Largo
Plazo (Ver procedimiento). Posteriormente y en la segunda prueba, los sujetos deben
discriminar entre los dos estimulos gustativos con las posiciones invertidas. Esta segunda
prueba supone una dificultad afiadida para los programas motores que los animales han
debido establecer durante el proceso de aprendizaje previo.

Dado que los animales utilizados en este experimento (con el fin de no introducir
ninguna diferencia quinirgica) son los mismos del estudio anterior, se emplean otros
estimulos gustativos y aversivos. En concreto, el estimulo nocivo utilizado ahora es el CILi,
producto frecuentemente utilizado para el establecimiento de AAG en ratas, animal en el que
estdn perfectamente establecidos tanto el modo de administracion como las consecuencias
fisiolégicas y conductuales del producto (Nachman y Ashe, 1973; Bernstein et al., 1992).

Método
SUJETOS

Los animales que se utilizaron en este experimento fueron los mismos del anterior, tanto en
el grupo experimental como en el control, después de un periodo de 48 horas con comida y
agua ad libitum.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Pasado este periodo, se les retiré nuevamente el agua y 24 horas después se inici6 la primera
sesién experimental (Ver diagrama IT) en la modalidad de Aprendizaje Aversivo Gustativo
a Largo Plazo.

Primera sesién (Dia 1): Consistia en la presentacion a cada animal durante 7 minutos de una
bureta, situada en el orificio de la izquierda, que contenia un nuevo estimulo gustativo,
Vainilla (V) McCormick Co. INC. San Francisco. California. USA; 0.5/100 ml). Concluido
el tiempo, la bureta se retiraba y se anotaba la cantidad consumida.
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Quince minutos mds tarde de que la bureta hubiese sido retirada, la mitad de los
animales recibfa la administracion intragdstrica de 5 cc. de CILi (6.35 gr/l, 0.15 M, Gruppo
Montedison. Carlo Erba, Mildn). Del mismo modo, a la otra mitad de los sujetos se les
inyecta también 5 cc. pero esta vez de SFI. Aproximadamente treinta minutos después, se
les proporcionaba 15 gr. de comida sélida.

Segunda sesién (Dia 2): En el orificio de la derecha se presentaba durante 7 minutos una
bureta que contenfa Limén (L), (McCormick Co. INC. San Francisco. California. USA;
0.5/100 ml). sabor asimismo igualado en cuanto a su preferencia con la Vainilla.

Quince minutos después de finalizar la toma del liquido, se inyectaban los mismos
productos que en la sesién anterior pero de manera invertida, es decir, los animales que tras
la ingestién de Vainilla se les inyecté CILi, ahora reciben SFI y al revés.

La tercera sesién (Dia 3) fue exactamente similar a la primera y la cuarta (Dia 4) lo
fue a la segunda.

Sesion de prueba (TEST 1): Al quinto dia se le presentaron a cada animal las dos buretas (V
y L) simultdneamente y en la misma posicién que habian tenido en las sesiones anteriores.
Pasados los 7 minutos correspondientes, se registraron las cantidades consumidas de cada
estimulo gustativo y 30 minutos mds tarde se suministré 15 gr. de comida s6lida. En esta
sesién no hubo, por lo tanto, administracion intragdstrica de sustancia alguna.

Prueba de Inversion (TEST 2): Seis horas después de concluida la prueba anterior, los
animales volvieron a tener acceso a las dos buretas, pero esta vez se les presentaron en una
posicién invertida a la habitual, es decir, V estaba en el orificio de la derecha y L en el de
la izquierda.

Resultados

Los resultados (Gréfica 4) se analizaron mediante una ANOVA (Condicion aversiva vs no
aversiva), siendo significativos tanto los resultados del Grupo Experimental F(1,7) = 6.89,
p<0.04 , como los del grupo Control F(1,7) =325.0, p<0.0001. El aprendizaje se confirma
plenamente en la prueba de Inversion en la que el 100% de los animales en ambos grupos
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consumen mayores cantidades del estimulo asociado a SFI que del estimulo asociado a CILi
(Grupo Experimental F(1,7) = 48.6, p<0.001; Grupo Control F(1,7) =452.9, p<0.0001).

Histologia

Concluidas las experiencias anteriores, todos los animales son sacrificados con una sobredosis
de pentotal sédico y perfundidos intracardialmente con 10 ml de suero salino isoténico
seguido por formaldéhido al 10 %. Extraidos los cerebros, se introducen en formaldéhido para
su posterior laminacion y examen microscopico. Las fotografias de los cortes histolégicos
(Figura 4) se realizaron mediante una cdmara fotografica Olympus, PM-6 (Tokio, Japon).
Las lesiones en todos los casos incluian tanto al Nucleo Interpésito como al Dentado
afectando a veces también al cortex situado dorsalmente a estas zonas. La magnitud de las
lesiones electroliticas no permiten, por tanto, delimitar el lugar critico. Estas observaciones
coinciden con las de Skelton (1988) lo que resulta 16gico ya que en ambos estudios se han
utilizados pardmetros idénticos de lesion.

Discusion

Los resultados obtenidos demuestran que los animales pertenecientes al grupo lesionado y al
grupo control aprenden claramente la asociacion entre estimulos gusto/olfativos y el malestar
visceral provocado por la administracion de CILi. En otras palabras, los animales con
lesiones en la region Interpdsito-Dentado se encuentran totalmente capacitados para establecer
AAG segiin un paradigma standard, es decir, con dilacién (15 minutos) entre estimulos y
utilizando CILi como agente nocivo.

Estos resultados concuerdan con los de Supple et al. (1987) quienes afirmaban que
lesiones cerebelares no interrumpen AAG, y asi parece ser tanto en el caso de las lesiones
vermales realizadas en su estudio, como con lesiones de la zona Interpdsito-Dentado llevadas
a cabo en este experimento.

Sin embargo, estas conclusiones no excluyen al Cerebelo de participar en otras
modalidades de Al tal y como se comprobd en el experimento anterior. Las caracteristicas
del paradigma parecen ser determinantes en este sentido, de modo andlégo a lo que sucede
con otras estructuras examinadas en nuestro laboratorio, por ejemplo, el Complejo
Parabraquial (Agiiero, 1990).
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Las dificultades para aprender la tarea a Corto Plazo no parecen deberse a una
incapacidad sensorial puesto que en la prueba de Inversion se demuestra que el aprendizaje
se realiza de acuerdo a la informacién gustativa y no en funcién de sefiales extereoceptivas
o propioceptivas como son la posicién de los estimulos gusto/olfatorios. De hecho, existen
pruebas que demuestran que tanto las sefiales contextuales como la informacion olfativa no
son utilizables en condiciones similares a las aqui utilizadas, es decir, nimero de ensayos o
la demora entre estos estimulos y los viscero-nocivos (Panhuber, 1982; Garcia, 1989;
Bermudez-Rattoni et al., 1989)

Ademds, esta Prueba de Inversion habla en favor de la permanencia en los animales
lesionados de una flexibilidad motora que permite a los sujetos experimentales cambiar los
patrones motores que habian mantenido en la prueba anterior a la inversion y que habian
desarrollado durante el proceso de adquisicion.

En fin, estos resultados sugieren que ambos grupos retienen capacidades para aprender
y probablemente permiten reducir el déficit de los animales experimentales a una tarea
especifica como es el paradigma de aprendizaje a Corto Plazo. En nuestro caso, la lesion de
la regién Interpésito-Dentado no parece producir graves desérdenes motores o sensoriales.
Por el contrario, y segiin los datos obtenidos, parece que el tinico proceso afectado seria la
necesaria asociacién que han de establecer los animales a fin de atribuir su malestar interno
a uno u otro de los estimulos gustativos, algo que habia pasado inadvertido hasta ahora en
los estudios de Aprendizaje Aversivo Gustativo.
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Sesiones Sujetos Estimulos Gust.
1-4 5-8

Dia 1 CILi SF Vainilla
izquierda

Dia 2 SF CILi Limoén
derecha

Dia 3 CILi SF Vainilla
izquierda

Dia 4 SF CILi Limén
derecha

Dia 5

F——_———_—=

Vainilla / Limén

Test 1 Izquierda / Derecha
Dia 5 Limon / Vainilla
Test 2 Izquierda / Derecha

N. INTERPOSITO
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a Largo Plazo, con administracion de CILi y Suero Fisiolégico.

Diagrama II.- Esquema del procedimiento seguido en la prueba de Aprendizaje Aversivo Gustativo
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TEST 1

Consumo (ml)

18
16
14-
12 4
10

12,6

GRUPO LESIONADO GRUPO CONTROL

H Aversivo B NO AVERSIVO

TEST 2

Consumo (mi)

16 13,26
14 -
12
10
8-

GRUPO LESIONADO GRUPO CONTROL

H AVERSIVO B NO AVERSIVO

Grifica 4.- Cantidades medias ingeridas por ambos grupos, Lesionado y Control, en el Test 1 y en
el Test 2 del Experimento 1b.
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CILi S.F.
rx 8.5 39.1
X 1.0 7.3
S.D. 3.0 4.4

Tabla III.- Cantidades (ml) ingeridas por el Grupo Lesionado en el Test 1.

CILi S.F.
Tx 0.0 88.3
X 0.0 11.0
S.D. 0.0 4.4

72

Tabla IV.- Cantidades (ml) ingeridas por el Grupo Lesionado en el Test 2.
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CILi S.F.
rx 0.0 101.4
X 0.0 12.6
S.D. 0.0 1.9

Tabla V.- Cantidades en ml ingeridas por el Grupo Control en el Test 1.

CILi S.F.
rx 0.0 106.1
X 0.0 13.2
S.D. 0.0 1.7

Tabla VI.- Cantidades en ml ingeridas por el Grupo Control en el Test 2.
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Figura 4.- Seccion transversal del Cerebelo donde se aprecian las lesiones electroliticas de la zona
Interpdsito-Dentado del Cerebelo.
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EXPERIMENTO 1c

Caracteristicas del AAG a Corto Plazo en Animales Intactos.

Introduccion

Como se ha venido repitiendo a lo largo de la justificacion tedrica de esta Tesis, el
Aprendizaje Interoceptivo puede ser establecido en el laboratorio siguiendo dos
procedimientos experimentales distintos. Uno de ellos, denominado AAG a Largo Plazo o
demorado, se caracteriza por su flexibilidad, puede establecerse tras una tinica presentacion
del estimulo aversivo y cuando entre la presentacién del estimulo gustativo y del visceral
transcurre un amplio periodo de tiempo. El AAG a Largo Plazo ha sido establecido en
nuestro laboratorio utilizando distintos estimulos aversivos y tanto en animales intactos
(Arnedo et al., 1990; Gallo et al., 1988; Gallo et al., 1990; Gallo et al., 1991; Agiiero et
al., 1993a y b; Grupo Control del Experimento 1), como vagotomizados (Martin et al., 1978;
Armedo et al., 1993; Arnedo et al., 1990; Arnedo et al., 1991), y con lesiones electroliticas
de los Niicleos Profundos del Cerebelo (Grupo Experimental del Experimento 1b). Por el
contrario, este AAG a Largo Plazo no se observa tras lesiones del Area Postrema (Gallo et
al., 1986; Gallo et al., 1990; Gallo et al., 1991; Ritter et al., 1980; Coil y Norgren, 1981,
Bemnstein et al., 1992) o del Nicleo Parabraquial Lateral (Agiiero et al., 1993a y b).

Con respecto al otro procedimiento de AAG, denominado a Corto Plazo o simultdneo,
se establece presentando simultdneamente el estimulo nocivo y el gustativo y habitualmente
requiere de varios ensayos para poder ser desarrollado. Este paradigma de AAG puede
establecerse asimismo en animales intactos (Arnedo et al., 1990; Grupo Control del
Experimento 1a) y en animales lesionados en el Area Postrema (Arnedo et al., 1990) y en
el Nicleo Parabraquial Lateral (Agiiero et al.,d, submitted). Por otro lado, la asociacion
requerida en este procedimiento de AAG es impedida tras vagotomias a distintos niveles
(Arnedo et al., 1990; Arnedo et al., 1991; Arnedo et al., 1993) y tras lesiones electroliticas
del Niicleo Parabraquial Medial (Agiiero et al., submitted) y de los Niicleos Profundos del
Cerebelo (Grupo Experimental del Experimento 1).

De lo anterior se desprende que el AAG a Largo Plazo y el AAG a Corto Plazo
cuentan con un sustrato anatémico distinto, lo que supone una prueba anadida de que ambos
procedimientos representan dos procesos adquisitivos distintos, es decir, serian dos formas
distintas de aprender.
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La creencia de que la memoria no es un sistema tnico y que habria diversas formas
de aprendizaje es hoy ampliamente aceptada por la mayoria de los autores y tendencias
psicoldgicas (Nadel, 1992). Esta idea comenzé a tener entidad a partir de los trabajos
pioneros de B. Milner con el paciente amnésico H.M. (Milner, 1962 y 1970). Después, la
constatacion de la existencia de memorias preservadas en todos los pacientes amnésicos llevo
al reconocimiento de que habria miiltiples formas de memoria y ha desencadenado en la
tltima década un importante cuerpo de datos y teorfas tratando de definir y describir las
diversas clases de memorias. En concreto, se habla de Memoria Declarativa (también llamada
explicita o relacional) y de Memoria No Declarativa (implicita) (ver Squire y Butters, 1984;
Squire, 1987; Squire, 1992a y b; Squire et al., 1993). La Memoria Declarativa es la
habilidad para almacenar informacién explicitamente de manera que resulte posteriormente
accesible de una forma consciente (Squire y Zola-Morgan, 1988). Esta capacidad se
encuentra ausente en los amnésicos y dependeria de estructuras situadas en el Ldobulo
Temporal Medial y en zonas diencefélicas como el Tdlamo Medial (Stuss et al., 1988; Squire
y Zola-Morgan, 1991; Squire et al., 1993; Zola-Morgan et al., 1992; Zola-Morgan et al.,
1993). La Memoria No Declarativa, por su parte, incluye habilidades en las que la
informacién estd disponible a través de la ejecucion misma y es adquirida como cambios
conductuales independientemente de la memoria de la experiencia misma de aprendizaje;
anatémicamente dependeria de diferentes sistemas cerebrales (Squire, 1992b).

Aunque esta disociacion tuvo su origen en pacientes amnésicos como ya se ha dicho,
la existencia de estos dos tipos de memoria ha podido ser igualmente comprobada en sujetos
normales y en otras especies animales como la rata o los primates (Squire, 1992b;
Eichenbaum, 1992). Todo ello ha contribuido a delimitar las caracteristicas tanto de la
Memoria Declarativa (consciente, flexible, un nico ensayo) como de la No Declarativa (no
necesariamente consciente, inflexible, acumulativa) (Squire, 1992b) y son esas caracteristicas
las que permiten hipotetizar que el AAG a Largo Plazo podria encuadrarse dentro de la
Memoria Declarativa o Explicita mientras que el AAG a Corto Plazo podria asimilarse a la
Memoria No Declarativa o Implicita.

En este sentido, se ha comprobado que cuando un grupo de animales no lesionados
consigue establecer un AAG a Largo Plazo, ese aprendizaje se mantiene aunque se
modifiquen parcialmente las condiciones experimentales, por ejemplo, invirtiendo la posicion
de los estimulos gustativos (Experimento 1b). Este hecho es consecuente con la flexibilidad
inherente a este tipo de aprendizaje como se dijo mds arriba. Ahora este experimento
pretende examinar el comportamiento de los animales no lesionados en una tarea de
inversion, una vez que el proceso de adquisicion a Corto Plazo se ha producido. Sobre todo
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porque en un paradigma como este, conforme se van sucediendo las sesiones de aprendizaje,
los animales acaban bebiendo preferentemente de un sélo estimulo gustativo lo que puede
llevar a pensar si, en realidad, no se estard sometiendo a esos animales a un procedimiento
de AAG a Largo Plazo. En resumen, este experimento pretende comprobar si el aprendizaje
llevado a cabo se ajusta a la modalidad a Largo Plazo (con caracteristicas parecidas al
aprendizaje declarativo y, por lo tanto, flexible) o si, por el contrario, el procedimiento
utilizado implica una adquisicién no declarativa inflexible (procedimental) que se pondria de
manifiesto en la incapacidad para realizar correctamente una prueba de inversion.

Meétodo
SUJETOS

Los sujetos fueron 8 ratas macho de la raza Wistar suministradas por el Animalario de la
Universidad de Granada y cuyos pesos al principio del experimento se situaban entre 250-310
gr. Los animales fueron colocados individualmente en jaulas y en condiciones de adaptacion

similares a las ya descritas.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Bajo anestesia con éter etilico (Lab. Quimén. Barcelona), se implantaron a cada animal dos
catéteres intragdstricos (Silastic. Silastic-Medical Grade Tubing. Dow Corning Corp.,
Michigan, USA). Para evitar posibles infecciones los animales reciben una dosis
intramuscular de 0.1 de penicilina (Penilevel retard. Lab. Level, S.A. Barcelona).

Periodo de recuperacién: Finalizado el proceso quinirgico, los animales son devueltos
a sus jaulas, con comida y agua ad libitum, concediéndoseles un periodo de recuperacion de
8-10 dfas. En el transcurso de este periodo un animal hubo de ser eliminado por pérdida de
una de las fistulas intragdstricas.

El Periodo de preentrenamiento se realiza ajustindose a la ya descrito en el

Experimento 1a.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL DEL PARADIGMA A CORTO PLAZO

s
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Las condiciones experimentales fueron similares a las del Experimento 1a (ver Diagrama I),
con la excepcién de que ahora, para facilitar el aprendizaje, la tasa de administracion de
ambos productos (CINa y SF) seria de 1 cc. por 1 cc. de liquido ingerido.

El procedimiento experimental se repite a lo largo de cinco sesiones y, seis horas
después de realizar la 52 sesion y tras la comprobacion estadistica de que los animales habian
aprendido, se efectia una nueva sesion (Prueba de Inversion) invirtiendo la posicion de las
buretas con los sabores, es decir, ahora la bureta con el sabor Coco se situaba a la izquierda
del animal y la bureta con el sabor Fresa a la derecha. El resto de las condiciones se
mantenia, por lo que la administracion intragdstrica de los productos se realizaba de forma
idéntica al resto de las sesiones.

Resultados

Las cantidades medias ingeridas por los animales a los largo de las cinco sesiones
experimentales pueden verse en la Grafica 5. Estos datos fueron analizados estadisticamente
con un andlisis de varianza (ANOVA droga x ensayos) que revelé que los animales habian
aprendido a asociar un estimulo gustativo determinado con la administracion del agente
aversivo CINa evitando ingerir, por tanto, dicho estimulo gustativo a lo largo de las
diferentes sesiones F(4,24) = 10.11, p< 0.0002. El andlisis estadistico revela asimismo un
significante efecto principal como consecuencia de las drogas F(1,6) = 10.70, p< 0.02. Por
el contrario, el andlisis de los datos de la Prueba de Inversién revel6 la incapacidad
(invirtiendo las preferencias) de estos mismos animales de realizar una asociacion correcta
al modificar una sola de las condiciones experimentales, esto es, la posicion de los estimulos
gustativos, F(1,6) = 1.73, p> 0.05, NS. En la Grifica 6 aparecen las distintas cantidades
consumidas por los animales a lo largo de la 52 sesién y de la Prueba de Inversion.

Discusion

Los resultados del experimento realizado permiten comprobar que animales intactos son
capaces de establecer un AAG a Corto Plazo o simultdneo cuyas caracteristicas
experimentales exigen la administracion simultdnea de un estimulo gustativo y de un estimulo
visceral nocivo (CINa). Este paradigma de aprendizaje habia sido ya ‘observado tanto en
animales intactos (Arnedo et al., 1990; Grupo Control del Experimento la) como en
lesionados (Arnedo et al., 1990; Agiiero et al., submitted). Se habia comprobado igualmente
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que para el establecimiento de este aprendizaje a Corto Plazo son necesarias varias
presentaciones de los estimulos, cinco sesiones concretamente en el presente estudio.
Asimismo, la consecucion de esta asociacion se habia mostrado dependiente de la integridad
de la via vagal (Arnedo et al., 1991; Arnedo et al., 1990; Arnedo et al., 1993).

Todas y cada una de estas caracteristicas del AAG a Corto Plazo lo distinguen del
otro paradigma de Aprendizaje Interoceptivo, esto es, el AAG a Largo Plazo. Este tltimo
puede ser adquirido tras una sola presentacion del estimulo téxico o nocivo y mediando una
amplia demora entre la ingestion del estimulo gustativo y la administracién del estimulo
visceral nocivo (CLLi, escopolamina, rotacion o estimulacion eléctrica del Area Postrema)
(Gallo et al., 1988; Gallo et al., 1990; Gallo et al., 1991). Este procedimiento de aprendizaje
es independiente de la via vagal (Armedo et al., 1990; Martin et al., 1978) y requiere de la
integridad de otras zonas cerebrales para su establecimiento, como el Area Postrema (Gallo
y Puerto, 1986; Gallo et al., 1990; Gallo et al., 1991; Ritter et al., 1980; Coil y Norgren,
1981; Bernstein et al., 1992) y el Nucleo Parabraquial Lateral (Agiiero et al., 1993a y b).
Este procedimiento de AAG, por iltimo, podria aparecer mds tarde en el desarrollo
ontogénico ya que en ratas no puede manifestarse antes de los 20 dias después del nacimiento
(Alberts, 1987).

El distinto procedimiento de adquisicion de ambos paradigmas, asi como la
independencia de las rutas anatomicas que utilizan, permiten considerarlos como dos procesos
separados e independientes dentro del AAG. Las caracteristicas propias del AAG a Corto
Plazo y a Largo Plazo permitirian ademds encuadrarlos dentro de lo que se denomina
Memoria No Declarativa o Implicita y Memoria Declarativa o Explicita respectivamente.

Efectivamente, se considera que la Memoria Declarativa es explicita, accesible para
una recuperacion consciente y disponible para miiltiples sistemas de respuesta (Squire, 1986;
Squire y Zola-Morgan, 1991). Ademds, es segura y rdpida en el sentido de que incorpora la
informacion nueva rdpidamente ya que puede instaurarse en un solo ensayo (Eichenbaum,
1992). Ontogénica y filogenéticamente, podria aparecer tardiamente en el curso del desarrollo
(Miskin y Appenzeller, 1987; Squire, 1986; Squire et al., 1993) y, anatémicamente, es
dependiente de la integridad de estructuras situadas en el Lobulo Temporal Medial (Squire
y Zola-Morgan, 1991).

En cuanto a la Memoria No Declarativa incluye conductas hdbiles ‘o hdbitos (destrezas
perceptivo-motoras, perceptivas y cognitivas), Condicionamiento Cldsico, el fendmeno de
priming y otros ejemplos donde la experiencia cambia la facilidad de operar en el mundo sin
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un esfuerzo consciente para acceder a episodios pasados (Squire, 1992b; Squire et al., 1993).
Todas estas habilidades se encuentran preservadas en la amnesia (Milner, 1962 y 1970;
Beatty et al., 1987; Beatty et al., 1988; Brooks y Baddeley, 1976; Gordon, 1988; Graf et al.,
1985; Martone et al., 1984; Nichelli et al., 1988; Shimamura, 1986; Warrington y
Weiskrantz, 1982) por lo que serian independientes de las estructuras nerviosas danadas en
la misma (Squire, 1992b; Miskin y Appenzeller, 1987) dependiendo, por el contrario, de
otras zonas anatomicas como el estriado (Packard y McGaugh, 1992) o el Cerebelo
(Thompson et al., 1984a y b; Thompson, 1988; Glickstein y Yeo, 1990). En la Memoria No
Declarativa, la informacion se adquiere como cambios en sistemas especificos de respuesta
o perceptivos y es implicita en el sentido de que es accesible s6lo a través de la ejecucion
(Squire, 1992b; Squire, 1986). Este aprendizaje implicito se fundamenta en cambios
acumulativos ya que las nuevas asociaciones pueden ser adquiridas implicitamente solo
después de varias repeticiones (Squire, 1992a y b). Ontogénica y filogenéticamente, el
aprendizaje implicito serfa mds primitivo (Miskin y Appenzeller, 1987; Squire, 1986).

Estos dos tipos de memoria tienen ademds otra caracteristica que los distingue, es la
flexibilidad, asi la Memoria Declarativa se distingue por su flexibilidad representacional en
el sentido de que la representacion puede guiar la ejecucion bajo un enorme rango de
condiciones y situaciones, lo que permite generar respuestas en situaciones novedosas; la
recuperacion de memorias seria posible, por tanto, en una variedad de contextos fuera de la
situacién de aprendizaje (Eichenbaum, 1992; Squire, 1992a; Squire et al., 1993). La
Memoria No Declarativa, por el contrario, seria inflexible, es decir, accesible sélo cuando
se presenta exactamente la misma sefal utilizada durante el aprendizaje original (Eichenbaum
et al., 1986; Squire, 1992b; Eichenbaum, 1992). Se trataria, por tanto, de una forma de
aprender hiperespecifica y rigida (Glisky et al., 1986; Glisky y Schacter, 1988).

Estudiar la flexibilidad en AAG en el paradigma a Corto Plazo seria también el
objetivo del presente estudio puesto que previamente se habia comprobado que el AAG a
Largo Plazo contaba con dicha caracteristica, es decir, un AAG establecido siguiendo el
paradigma de Largo Plazo puede ser mantenido a pesar de cambiar algin aspecto de la
situacién de aprendizaje, en concreto la posicion en la que se presentan los estimulos
gustativos (Prueba de Inversion) (Experimento 1b). En este estudio, sin embargo, puede
observarse que en estas condiciones (inversion de la posicidn de los estimulos) la asociacién
establecida mediante un AAG a Corto Plazo no se mantiene porque los animales fueron
incapaces de reconocer el estimulo gustativo asociado al producto inocuo (suero fisiolégico)
fuera del contexto en el cual esa asociacion fue originalmente adquirida.
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En el AAG, por tanto, al igual que en otros procesos adquisitivos, puede comprobarse
la realidad biolégica de miltiples sistemas de memoria. Los organismos disponen para ello
de variadas formas de beneficiarse de la experiencia y del conocimiento adquirido. Estos
distintos sistemas de memoria tendrian diferentes formas de operar, adquiririan diferentes
clases de conocimiento y dependerian de diferentes estructuras cerebrales y conexiones para
su funcionamiento (Squire, 1992a). Todo ello, como se ha dicho, se ha demostrado vilido
para el AAG ya que los dos paradigmas por los que puede establecerse este aprendizaje
difieren en el procedimiento utilizado para su adquisicién, en las vias anatomicas que los
sustentan, en la rapidez con que se adquieren y, como se ha demostrado en este estudio, en
su flexibilidad.
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PARADIGMA A CORTO PLAZO

CONSUMO (mi)

ik T
l . e/ S

1 2 s a = // INVERSION
: DIAS

X CINa < S.Fisiol.

o

Grifica S.- Grifica correspondiente a las cantidades medias consumidas de los estimulos gustativos asociados a CINa (Aversivo) y a Suero
Fisiol6gico (No Aversivo) en las cinco sesiones experimentales del Experimento 1c.
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Consumo (ml)

55

44.8

5= SESION INVERSION

B AVvERSIVO @ NO AVERSIVO

Grifica 6.- Cantidades totales ingeridas por los animales en la 52 sesién experimental y en
la Prueba de Inversién de los estimulos asociados a la administracion de CINa y Suero
Fisiolégico.
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0009000000808 000003800000000000000000000000000000000C00COCKROTS

N. INTERPOSITO

SESIONES

13 28 33 42. 53

CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F.

Ix 19.6 | 24.5 11.2 | 31.5 112 | 35.%7 14.0 | 343 5.6 44.8

2.9 3.5 1.6 4.5 1.6 = N | 2.0 4.9 0.8 6.4

>

S.D. 2.0 2.0 0.8 2.3 1.0 1.4 3.0 2.4 0.7 1.9

Tabla VII.- Cantidades (ml) ingeridas a lo largo de las cinco sesiones experimentales del Experimento
1c.

CINa S.F.
x 29.4 20.3
X 4.2 2.9
S.D. 1.9 1.2

Tabla VIII.- Cantidades (ml) correspondientes a la ingesta en la Prueba de Inversién del Experimento
1c.
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EXPERIMENTO 1d

Adquisicion del Aprendizaje Aversivo Gustativo en un procedimiento a Largo Plazo,
sin Demora, en Animales con Lesion de la Regién Interpdsito-Dentado.

Introduccion

Dado que los animales empleados en los Experimentos 1a y 1b eran los mismos, en cada uno
de los experimentos hubo de emplearse diferentes estimulos gustativos y aversivos.
Especialmente en el caso de estos ultimos y en relacidn con el CILi en lugar de CINa, puede
argumentarse que el efecto del primero de ellos es mds potente y, por lo tanto, se podria
haber producido una facilitacién del aprendizaje. Igualmente, el aprendizaje podria haberse
visto facilitado por el hecho de que los animales en el Experimento 1b ya disponian de una
experiencia previa (Experimento 1a), aunque no puede olvidarse el hecho de que no habian
sido capaces de realizar satisfactoriamente aquella tarea. Un ultimo aspecto a tener en cuenta
es que entre ambos experimentos existiria una diferencia adicional consistente en la presencia
o ausencia de demora entre el estimulo gustativo y el aversivo, si bien esta diferencia no
puede utilizarse como elemento facilitador, mds bien como limitador del aprendizaje, a pesar
del cual, sin embargo, los animales logran realizar adecuadamente la tarea.

Para evitar en lo posible estas diferencias se utilizé un nuevo Grupo de animales en
el cual los productos nocivos y gustativos serian los mismos del primer experimento. Al
mismo tiempo, el CINa era inyectado sin introducir demora alguna entre el estimulo gustativo
y el visceral y, por lo tanto, siguiendo un paradigma similar al Condicionamiento Cldsico.

Previamente los animales habian sido lesionados en la zona Interpdsito-Dentado
siguiendo el procedimiento anteriormente descrito. Si los animales lesionados aprenden
también esta tarea, habremos comprobado, en primer lugar, que la lesion es tan especifica
como creemos y, ademds, que las diferencias entre los resultados del primer experimento y
los del segundo no se deben a la utilizacién de dos productos aversivos distintos, CINa en
el primer experimento y CILi en el segundo.

Meétodo

SUJETOS
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En este experimento se emplearon 8 ratas macho de la raza Wistar suministradas igualmente
por el Animalario de la Universidad de Granada y cuyos pesos oscilaban entre 280-310 gr.
Se mantuvo a estos animales en las mismas condiciones descritas en los experimentos
anteriores.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

La lesion central se realiza tal y como se describe en el Experimento la. Lo mismo puede
decirse de la implantacién de los catéteres, a excepcion de que en este caso solamente se
implantaba una sola fistula a cada animal.

Las condiciones de recuperacion y de entrenamiento previas a la fase experimental
son asimismo iguales a las descritas en el Experimento 1a.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Las condiciones experimentales fueron las mismas que se siguieron en el Experimento 1b
(Diagrama II) si exceptuamos que:

1°.- No hubo 15 minutos de dilacién entre la retirada del estimulo gustativo y la
administracion del estimulo nocivo. En este caso, el estimulo aversivo se administraba tras
ser retirada la bureta que contenia el estimulo gustativo.

2°.- Los estimulos gustativos empleados fueron Fresa y Coco como en el Experimento la
en lugar de Vainilla-Limén respectivamente.

3°.- Como estimulo aversivo se administraban a través de la fistula intragdstrica 5 cc. de
CINa hiperténico, cantidad que aproximadamente correspondia a la mitad de lo que
consumian los animales.

Resultados

Los datos (Grdfica 7) se analizaron mediante una ANOVA (condicién aversiva vs no
aversiva) confirmando el establecimiento de este aprendizaje tanto en el Test 1 F(1,7) =
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50.70, p<0.0003, como en la Prueba de Inversién F(1,7) = 206.15, p<0.0001. Las
cantidades medias consumidas del estimulo gustativo asociado a la administracién de CINa
fueron 10.8 en la primera sesion de administracién del producto y 9.45 en la segunda. Las
medias correspondientes al estimulo gustativo asociado al SFI fueron 10.3 en la primera
sesién y 9.6 en la segunda.

Histologia

Los animales de este grupo fueron sacrificados de la forma descrita y el andlisis histolégico
de las lesiones se efectué de manera similar al Grupo Experimental Experimento anterior.

Discusion

Animales lesionados electroliticamente en la zona Interpdsito-Dentado establecen sin
dificultad un AAG a Largo Plazo sin demora, es decir, administrando el producto aversivo
inmediatamente después de la ingesta del estimulo gustativo. Como cabria esperar, la
introduccién de la demora no explica, por tanto, los resultados obtenidos en el Experimento
1b. Dichos resultados tampoco pueden explicarse en funcién de los estimulos utilizados
puesto que ahora los animales han logrado la asociacién también con CINa y con los mismos
estimulos gustativos que se han mostrado ineficaces para que los animales lesionados
establezcan el AAG a Corto Plazo.

Al resolver satisfactoriamente también la Prueba de Inversion, los animales nos dan
una vez mds prueba de normalidad motora tras la lesion e igualan, en cuanto a la
caracteristica de flexibilidad analizada en el Experimento 1c, el procedimiento utilizado en
este grupo al procedimiento a Largo Plazo del Experimento 1b.
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TEST 1

Consumo (ml)

13,7

16 -
14

H Aversivo B NO AVERSIVO

TEST 2

Consumo (ml)

14 10,9
12
10 |
-
6

4 -]

2_

B Aversivo & NO AVERSIVO
* TAREA A LARGO PLAZO CON CiNa *

Grifica 7.- Cantidades medias ingeridas en el Test 1 y en el Test 2 del Experimento 1d.
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CILi S.F.
Tx 1.7 89.0
X 0.2 11.1
S.D. 0.3 4.0

Tabla IX.- Cantidades en ml correspondientes a la ingesta en el Test 1 del Experimento 1d.

CILi S.F.
X 4.8 87.3
X 0.6 10.9
S.D. 0.6 1.9

Tabla X.- Cantidades en ml correspondientes a la ingesta en el Test 2 del Experimento 1d.
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DISCUSION GENERAL

Lesiones electroliticas de la zona Interpdsito-Dentado del Cerebelo interrumpen el
Aprendizaje Aversivo Gustativo (AAG) a Corto Plazo. Es decir, los animales lesionados son
incapaces de discriminar entre el estimulo gustativo relacionado con un producto neutro y el
estimulo asociado con CINa.

El AAG se basa en la tendencia a rechazar estimulos gustativos asociados con
malestar gastrointestinal (Garcia, 1990). Pero este comportamiento puede manifestarse
siguiendo dos tipos de procedimientos diferentes denominados a Corto Plazo y a Largo Plazo,
segin se lleven a cabo con demora entre el estimulo gustativo y aversivo o presentando
ambos contigiia o simultineamente (Gallo et al., 1988; Gallo et al., 1990; Aredo et al.,
1990).

En la modalidad de AAG a Corto Plazo el animal debe detectar inmediatamente el
malestar gastrointestinal que sufre para que pueda ser relacionado con uno de los estimulos
gustativos presentados. Las condiciones experimentales exigen, por tanto, que la asociacion
estimular s6lo se pueda establecer si ambos estimulos son detectados con prontitud y
simultdneamente en el tiempo. Se trata, en definitiva, de que el organismo recurra y deba
disponer de sustratos anatémicos eficaces en base a su rapidez para trasmitir la informacion.

En el sistema gastrointestinal existen receptores que responden especificamente al
sodio y, de hecho, se han localizado receptores para el Na en pricticamente todo el sistema
gastrointestinal (Mei y Garnier, 1986; Blake y Lin, 1978; Contreras y Kosten, 1981; Kobashi
y Adachi, 1990). El Nervio Vago es el encargado de procesar esta informacién (Simansky
et al., 1982; Jerome y Smith, 1982; Jerome y Smith, 1984; Sakaguchi y Yamazaki, 1986)
y constituye, por tanto, una via anatémica con la capacidad sensorial que requiere el
procedimiento de AAG a Corto Plazo. Por ello, esta modalidad de aprendizaje es
interrumpida tras vagotomias subdiafragmadticas (Arnedo et al., 1991), vagotomias bulbares
(Arnedo et al., 1990) y lesiones electroliticas de PBNm (Agiiero et al., submitted). Al utilizar
CINa nos asegurdbamos, pues, de que este producto podria ser detectado y trasmitido
rapidamente a estructuras nerviosas superiores.

Sin embargo, bajo estas condiciones los animales lesionados fueron incapaces de
establecer el AAG. Esta imposibilidad no parece ser debida a un efecto inespecifico causado
por la lesién cerebelar. Aparentemente, y para cualquier observador, los animales mantienen
un perfecto estado de salud, lo que se ve ratificado por el hecho de que los animales
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lesionados consumen cantidades de liquido similares a las de los controles (Gréfica 1).

Ademds, la tarea impuesta, esto es, AAG a Corto Plazo, es un aprendizaje accesible.
Los animales sin lesién pueden consolidar plenamente una asociacion con estos requisitos,
tal y como habia sido previamente demostrado (Amedo et al., 1990) y como aqui puede
comprobarse a través del Grupo Control falsamente lesionado. Igualmente, el aprendizaje
siguiendo un paradigma a Corto Plazo puede establecerse también en animales lesionados.
En concreto, se ha conseguido tanto en animales con lesiéon de AP (Arnedo et al., 1990)
como con lesiones del PBNI (Agiiero et al., 1990).

Por otra parte, existe amplio soporte anatémico y fisiolégico indicando que el
Cerebelo recibe informacidn tanto gustativa (Scalera y Benassi, 1989; Hanamori y Ishiko,
1987; Hanamori et al., 1986) como visceral (Batini et al., 1978; Saigal et al., 1980; Dell y
Olson, 1951; Hennemann y Rubia, 1978; Perrin y Crousillat, 1985; Tong et al., 1991;
Somama y Walberg, 1978; Supple y Leaton, 1990) que permitiria implicarle en procesos de
AAG a Corto Plazo.

Este estudio demuestra, asimismo, que esta lesion cerebelar no interrumpe la otra
modalidad de AAG, es decir, el aprendizaje a Largo Plazo. Efectivamente, los mismos
animales que fracasan en un paradigma a Corto Plazo, establecen la asociacién sin dificultad
cuando se les somete a una tarea con dilacion entre estimulos (Experimento 1b). Las lesiones
del vermis tampoco parecian afectar al AAG de este tipo, es decir, usando dilacién entre
estimulos y CILi como agente aversivo (Supple et al., 1987). Del mismo modo, lesiones de
los Nuicleos cerebelares no impiden la adquisicién de un AAG a Largo Plazo sin demora
(Experimento 1d). Es posible, como se ha afirmado, que esta modalidad de aprendizaje
utilice estructuras jerdrquicamente superiores y rostrales al Cerebelo y al Tronco Cerebral
(Grill y Norgren, 1978).

Las diferencias de resultados entre los dos paradigmas no pueden explicarse tampoco
en funcién del diferente estimulo nocivo empleado, ya que, como vemos en el Experimento
1d, animales con lesion en la zona Interpdsito-Dentado son también capaces de establecer
AAG a Largo Plazo utilizando CINa, resultados que coinciden ademds con los obtenidos tras
vagotomias medulares (Amedo et al., 1993). Ademds, la utilizacién de CILi
(independientemente de la dosis empleada) se ha demostrado ineficaz para desarrollar un
AAG a Corto Plazo (Arnedo et al., datos no publicados). En efecto, se ha comprobado
repetidamente que este producto es inadecuado para el desarrollo de tareas adquisitivas en
esta modalidad lo que sugiere que la realizacién correcta de los procedimientos a Corto Plazo
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0 a Largo Plazo no puede atribuirse a una mayor potencia aversiva de los productos
utilizados intragdstricamente. La potencia aversiva de un producto con respecto a otro en
AAG no es, por tanto, un valor absoluto sino relativo; estd en funcion de la modalidad de
aprendizaje, a Corto o a Largo Plazo, que se emplee.

El hecho de que animales lesionados en la zona Interpdsito-Dentado sean capaces de
establecer AAG a Largo Plazo nos indica una vez mds que esta lesion no provoca una
incapacidad sensorial o motora: los estimulos gustativos han sido plenamente detectados
porque, de otra manera, el aprendizaje a Largo Plazo no podia haber tenido lugar.

Igualmente, a pesar de las implicaciones motoras del Cerebelo, los déficit motores que
nuestra lesiéon podia haber causado (aunque no fueron observables) no incapacitan a los
animales para esta tarea de AAG. Incluso, tal y como se demuestra en la Prueba de Inversion
(Experimentos 1b y 1d), esos déficits, en caso de existir, deben de ser minimos ya que los
animales cambian sin dificultad los patrones motores aprendidos previamente.

Segun todos estos datos, se puede sugerir, por tanto, que la lesién de la zona
Interpdsito-Dentado tiene un efecto especifico sobre el AAG simultdneo, sin afectar al
aprendizaje a Largo Plazo. Estos resultados sugieren nuevamente la independencia de ambos
paradigmas ya que, en caso contrario, las lesiones de la zona Interpésito-Dentado deberian
haber interrumpido ambas modalidades de aprendizaje, cosa que no ha sucedido. Ademads,
los diferentes resultados observados en las Pruebas de Inversion segiin se utilicen uno u otro
paradigma apoyan igualmente dicha sugerencia como ya se discutié en el Experimento 1c.

En resumen, este estudio parece demostrar que el Cerebelo interviene en gran medida
en el establecimiento de AAG a Corto Plazo, una modalidad de aprendizaje que por sus
caracteristicas se asemeja al CC, una modalidad no declarativa, coincidiendo, por tanto, con
los resultados obtenidos en otros tipos de CC por otros autores (Thompson et al., 1984a y
b; Thompson et al., 1987; Solomon et al., 1989; Lye et al., 1988; Topka et al., 1993;
Glickstein y Yeo, 1990).
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CAPITULO II. ESTUDIO DE LA FUNCION DE LAS AFERENCIAS CEREBELARES EN
EL APRENDIZAJE AVERSIVO GUSTATIVO: NUCLEO DE LA OLIVA INFERIOR



EXPERIMENTO 2a

El Nicleo de la Oliva Inferior y su participaciéon en el Aprendizaje Aversivo
Gustativo a Corto Plazo

Introduccion

Lesiones limitadas a la zona Interpdsito-Dentado interrumpen el AAG a Corto Plazo pero no
impiden el establecimiento de AAG siguiendo un procedimiento a Largo Plazo. Estas lesiones
podrian haber interrumpido la convergencia de los estimulos visceral vagal y gustativo
necesaria para el establecimiento del AAG a Corto Plazo, aunque otras posibilidades no
pueden ser descartadas (ver mds adelante).

Efectivamente, el Cerebelo ha sido propuesto por diversos autores como el candidato
idoneo donde se producirian los cambios neurobiolégicos responsables de ciertas modalidades
de aprendizaje y memoria (Marr, 1969; Eccles, 1977; Thompson, 1988; Lisberger, 1988a
y b; Glickstein y Yeo, 1990; Ito, 1993a). En concreto, en el condicionamiento de la
membrana nictitante, Thompson y asociados han propuesto incluso las rutas anatémicas que
seguirian el estimulo incondicionado (E.I.) y el estimulo condicionado (E.C.) para el
establecimiento de este aprendizaje (Thompson, 1986 y 1988; Lavond et al., 1993;
Thompson et al., 1984a y b; Thompson y Krupa, 1994).

En ese esquema se sugiere que la trayectoria seguida por el EI (un soplo o un shock
eléctrico periorbital) seria a través de las fibras trepadoras que se originan en una region del
Nicleo de la Oliva Inferior (O.I.), en la Oliva accesoria dorsal, y que alcanzan
preferentemente la regiéon de los Niicleos Internos del Cerebelo (Kitai et al., 1977,
Groenewegen y Voogd, 1977; Courville et al., 1977) y el 16bulo HVI del cortex cerebelar
(Van Ham y Yeo, 1992). En este contexto, lesiones de la O.1. impiden la adquisicion de la
RC y producen la extincién de RCs ya establecidas (McCormick et al., 1985; Mintz et al.,
1994), mientras que la estimulacién eléctrica de la Oliva accesoria dorsal sirve como un
efectivo E.I. para el aprendizaje normal de la R.C. (ver Thompson, 1988). Registros
electrofisiolégicos, por otra parte, han confirmado igualmente que la actividad de la O.I.
estarfa relacionada con el proceso de adquisicion (Sears y Steinmetz, 1991; Gruart, 1993)

En relacién con el AAG, mientras que la via anatémica seguida por la informacion

gustativa hasta el Cerebelo no es bien conocida (Scalera y Benassi, 1989; Hanamori y Ishiko,
1987; Hanamori et al., 1986), si existe evidencia de que la informacion visceral procesada
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por via vagal podria alcanzar el Cerebelo a través de las fibras trepadoras que tienen su
origen en la O.I. De hecho, en la parte caudal de la Oliva accesoria medial (MAO) y la
Oliva accesoria dorsal (DAO) se integra informacién procedente de Organos viscerales a
través tanto de aferencias espldcnicas como vagales (Perrin y Crousillat, 1980). En concreto,
la estimulacion eléctrica del Nervio Vago provoca la expresion de C-Fos en la parte medial
de la O.I (subniicleo beta) (Yousfi-Malki y Puizillout, 1994).

Puesto que el Cerebelo participa en el establecimiento de AAG a Corto Plazo y la
O.1. seria el origen de las fibras trepadoras encargadas del procesamiento del E.I. (Perrin
y Crousillat, 1985; Nisimaru et al., 1991), unas fibras sensibles, por otra parte, a la
estimulacion del Nervio Vago (Tong et al., 1991), se podria pensar que la supresion de la
principal fuente de estas vias, esto es, el Nicleo de la O.I., podria interrumpir esta
modalidad de AAG a Corto Plazo tal y como se ha observado en el CC de la membrana
nictitante (McCormick et al., 1985; Mintz et al., 1994) o tras la intervencién de las vias
vagales en el AAG a Corto Plazo (Arnedo y Puerto, 1986; Amedo et al., 1990; Arnedo et
al., 1991; Armedo et al., 1993). Esta intervencion, por el contrario, no deberia afectar al
establecimiento del AAG a Largo Plazo que utiliza vias anatomicas distintas a las vagales
(Arnedo et al., 1991; Gallo et al., 1991; Gallo et al., 1988; Gallo et al., 1990).

Meétodo
SUJETOS

Se emplearon 16 ratas macho de la raza Wistar suministradas por el Animalario de la
Universidad de Granada y cuyos pesos, al principio del estudio, oscilaban entre 260-310 gr.
De estos animales, la mitad corresponderia al Grupo Experimental (lesién de O.1.) y la otra
mitad formaria el Grupo Control (lesién ficticia) permaneciendo todos ellos en las
condiciones ya descritas.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Lesion Electrolitica de la Oliva Inferior (0O.1.)

Las lesiones electroliticas de este niicleo se realizaron de manera similar a las descritas en
otros grupos de animales lesionados. En este caso, las coordenadas estereotdxicas utilizadas
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para realizar la lesion se basan igualmente en el atlas estereotdxico de Paxinos (Paxinos y
Watson, 1986) y fueron:

A-P: -3 L: 4+ 0.7 V:-0.7

En cuanto a los pardmetros de lesion, ésta consistié en la administracion bilateral de
una corriente continua catddica de 1.5 Ma durante 10 segundos. Para la lesidn ficticia de los
animales controles, se reprodujeron todos los pasos, sin embargo, la coordenada vertical que
se utilizo fue 0.7 dorsal a la anterior y no hubo paso de corriente a través del electrodo.

Implantacion de dos Fistulas Intragdstricas

Tanto a los animales experimentales como a los controles se les implanté dos catéteres
intragdstricos de la manera ya descrita en el Experimento 1a.

Las condiciones de recuperacion, preentrenamiento y procedimiento experimental
fueron asimismo similares en todo a las utilizadas en el paradigma de AAG a Corto Plazo
(ver Diagrama I). La tasa de administracién de las sustancias (CINa y Suero Fisiol6gico
Isoténico) fue de 1 cc. por 1 cc. de liquido ingerido y se realizaba a través de dos conectores
de pldstico con longitud suficiente para permitir la libertad de movimientos del animal.

Resultados

Con los datos (Gréfica 8) se efectud6 ANOVA (droga x ensayos) que puso de manifiesto la
incapacidad de los animales del Grupo Lesionado para establecer la asociacién requerida‘ a
lo largo de las cinco sesiones experimentales F(4,28) = 0.8, p> 0.05, NS (Griéfica 9). El
aprendizaje, por el contrario, fue posible en el Grupo Control, tal y como demuestra el
andlisis de los datos de dicho grupo F(4,28) = 5.10, p< 0.004 (Gréfica 10)

Discusion

De acuerdo con los datos expuestos, la lesién electrolitica de la Oliva Inferior en ratas
interrumpe el AAG a Corto Plazo en el que el estimulo gustativo y visceral son simultdneos.
Esta simultaneidad exige por si misma que la transmisién del estimulo visceral se realice
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rdpidamente para coincidir temporalmente con la ingestion del estimulo gustativo. Al parecer,
esa rapidez de transmision sélo podria ser satisfecha mediante una via neural. En efecto, en
nuestro laboratorio se ha demostrado que el Nervio Vago seria el sustrato anatémico que
permitiria establecer un AAG a Corto Plazo (Arnedo y Puerto, 1986; Arnedo et al., 1990;
Arnedo et al., 1993). La viabilidad de este paradigma se demuestra en el Grupo Control de
este experimento asi como en el del Experimento la en los cuales los animales intactos
consiguen establecer una asociacion con esos requisitos.

Si la hipotesis planteada es correcta, la lesion de la O.I. ha podido interrumpir el
AAG al intervenir en el necesario procesamiento de la informacién vagal que desde O.I.
alcanza el Cerebelo, impidiendo, por tanto, que la informacién visceral y gustativa puedan
coincidir en dicha estructura. Esta conclusién vendria apoyada por los datos anatémicos que
apuntan a la zona Olivar como una estacién de relevo de aferencias vagales (Hennemann y
Rubia, 1978; Perrin y Crousillat, 1980 y 1985; Nisimaru et al., 1991; Tong et al., 1991;
Okahara y Nisimaru, 1991; Fitzakerley y Lucier, 1988; Yousfi-Malki y Puizillout, 1994).

Si bien estos datos anatémicos sugieren que las aferencias vagales que se originan en
la regién Olivar finalizan en el Cortex Cerebelar, concretamente alrededor de la Cisura
Primaria, no puede descartarse que la informacién vagal alcance igualmente a los Niicleos
Profundos del Cerebelo ya que en la O.I. existen numerosas células que envian sus fibras
tanto al cortex como a la zona nuclear del Cerebelo (Qvist, 1989). De hecho, la estimulacién
eléctrica de zonas de la Oliva accesoria evoca potenciales excitadores postsindpticos en el
Nucleo Interpésito anterior (Kitai et al., 1977). Mds aun, técnicas de degeneracién y
autorradiograficas han demostrado que la Oliva accesoria contralateral envia fibras al Nicleo
Interpésito (Groenewegen y Voogd, 1977) y, en general, a todas aquellas células nucleares
que estdn bajo la influencia de las mismas células de Purkinje que reciben fibras trepadoras
de esa drea de la O.1. (Courville et al., 1977). Ademds, los micleos cerebelares envian fibras
a aquellas regiones de la O.I. de las que reciben informacién (Graybiel et al, 1973).
Anatémicamente, pues, se establece un circuito (Buisseret-Delmas y Angaut, 1993) que para
Ito (Ito, 1993a) supondria el médulo funcional mediante el cual el Cerebelo participaria en
el aprendizaje. La importancia de esta conexién anatémica en el AAG es precisamente lo que
intentamos dilucidar en este estudio.

Con todo ello, nuestros datos no permiten descartar otras posibilidades como, por
ejemplo, que nuestra lesién haya intervenido en el procesamiento del otro elemento necesario
para establecer la asociacién, es decir, el gusto. Esta posibilidad es analizada en el siguiente
experimento.
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Consumo (ml)

200 - 175
150
100 -

50

G.LESIONADO G.CONTROL

B Aversivo B NO AVERSIVO

% Consumo

Be 66,1

G.LESIONADO G.CONTROL

B AveErsivo B NO AVERSIVO

Grifica 8.- Cantidades totales consumidas por ambos grupos (Lesionado y Control) de los
estimulos gustativos asociados a CINa (Aversivo) y a Suero Fisiolégico (No Aversivo) en el
Experimento 2a.
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Graifica 9.- Gridfica correspondiente a las cantidades medias consumidas por el Grupo Lesionado en las diferentes sesiones experimentales del
Experimento 2a.
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OLIVA INFERIOR
GRUPO CONTROL
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7 100

80

il L — |

70

60

50

L 40
\f T

o &8 ! L L
1 2 3 4 5

DIAS

o

> CINa 2% S.Fisiol. ™ 9% Consumo

Gréfica 10.- Cantidades medias consumidas por el grupo Control en las diferentes sesiones experimentales del Experimento 2a.
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SESIONES

la 28 38 4a 53

CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F.

Ix 21.7 | 21.6 11.6 | 20.9 9.2 26.5 14.5 | 27.2 19.7 | 28.7

2.7 2.7 1.4 2.6 1 8 | 3.3 1.8 3.4 2.4 : 3

>

x% 53.2 | 46.8 48.8 | 51.2 446 |554 53.7 | 46.3 542 | 45.8

S.D. 2.0 2.5 1.4 3.0 1.2 3.6 1.0 3.7 1.3 3.2

Tabla XI.- Cantidades (ml) correspondientes a la ingesta del Grupo Lesionado en una tarea de
Aprendizaje Aversivo Gustativo a Corto Plazo con administracién de CINa y de Suero Fisiolégico
(SF).
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SESIONES

la 23 33 43 5a

CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F.

Ix 224 | 275 11.6 | 29.0 12.6 | 38.6 12.8 | 39.2 9.4 |40.6

2.8 3.4 1.4 3.6 1.5 4.8 1.6 4.9 1.1 5.0

talll

x% 52.5 | 475 38.7 | 61.3 25.8 | 74.2 30.4 | 69.6 21.8 | 78.2

S.D. 1.9 3.0 1.6 2.9 1.7 2.5 1.2 2.7 1.9 2.7

Tabla XII.- Cantidades (ml) correspondientes a la ingesta del Grupo Control en una tarea de
Aprendizaje Aversivo Gustativo a Corto Plazo con administracién de CINa y de Suero Fisioldgico
(SF).
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EXPERIMENTO 2b

El Niicleo de la Oliva Inferior y el Aprendizaje Aversivo Gustativo a Largo Plazo

Introduccion

De acuerdo con los resultados obtenidos en el experimento anterior, la lesion electrolitica del
Nucleo de la Oliva Inferior impide el AAG a Corto Plazo. Este resultado podria ser debido
a un defecto motor o a un efecto inespecifico de la lesion que imposibilitara de forma global
a los animales o, en fin, a una incapacidad de los animales para el procesamiento de los
estimulos gusto-olfatorios, por ejemplo.

Para examinar estas cuestiones nos planteamos el presente experimento en el cual se
sometié a los mismos animales de dicho experimento a una tarea de AAG a Largo Plazo. Si
la lesion de la O.1. habia afectado especificamente a la informacion vagal necesaria para el
establecimiento de un AAG a Corto Plazo, esta misma lesion no impediria un AAG en el que
la informacidn gustativa y visceral utilizara unas vias anatémicas distintas (Arnedo, 1986;
Gallo et al, 1990; Gallo et al., 1991; Agiiero et al., 1993a y b). Ahora, ademds, las
condiciones experimentales del procedimiento a Largo Plazo serian mds exigentes ya que se
intentaria conseguir el aprendizaje tras una unica sesion experimental.

De confirmarse nuestra hip6tesis demostrariamos la especificidad de la lesion, la
ausencia de enfermedad generalizada en nuestros animales y la existencia de substratos
anatomicos diferentes para ambas modalidades de AAG, a Corto y a Largo Plazo.
Método
SUJETOS
Los animales que se utilizaron en este experimento fueron los mismos del estudio anterior,

tanto en el grupo experimental como en el control, después de un periodo de, al menos, 48
horas con comida y agua ad libitum.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Pasado este periodo, se les retiré nuevamente el agua y 24 horas después se inici6 la primera
sesion experimental (Ver diagrama III).

Primera sesion (Dia 1): Consistia en la presentacién a cada animal durante 7 minutos de una
bureta, situada en el orificio de la izquierda, que contenia un nuevo estimulo gustativo,
Vainilla (V) McCormick Co. INC. San Francisco. California. USA; 0.5/100 ml). Concluido
el tiempo, la bureta se retiraba y se anotaba la cantidad consumida.

Quince minutos mds tarde de que la bureta hubiese sido retirada, la mitad de los
animales recibia la administracién intragdstrica de 5 cc. de CILi (6.35 gr/l, 0.15 M, Gruppo
Montedison. Carlo Erba, Mildn). Del mismo modo, a la otra mitad de los sujetos se les
inyecta también 5 cc. pero esta vez de SFI. Aproximadamente treinta minutos después, se
les proporcionaba 15 gr. de comida sélida.

Segunda sesion (Dia 2): En el orificio de la derecha se presentaba durante 7 minutos una
bureta que contenia Limén (L), (McCormick Co. INC. San Francisco. California. USA;
0.5/100 ml) sabor asimismo igualado en cuanto a su preferencia con la Vainilla.

Quince minutos después de finalizar la toma del liquido, se inyectaban los mismos
productos que en la sesién anterior pero de manera invertida, es decir, los animales que tras
la ingestién de Vainilla se les inyecté CILi, ahora reciben SFI y al revés.

Sesion de prueba (TEST 1) Al tercer dia se le presentaron a cada animal las dos buretas (V
y L) simultdneamente y en la misma posicién que habian tenido en las sesiones anteriores.
Pasados los 7 minutos correspondientes, se registraron las cantidades consumidas de cada
estimulo gustativo y 30 minutos mds tarde se suministré 15 gr. de comida sélida. En esta
sesion no hubo, por lo tanto, administracién intragdstrica de sustancia alguna.

Prueba de Inversion (TEST 2): Seis horas después de concluida la prueba anterior, los
animales volvieron a tener acceso a las dos buretas, pero esta vez se les presentaron en una
posicion invertida a la habitual, es decir, V estaba en el orificio de la dérecha y L en el de
la izquierda.

103



N. de la OLIVA INFERIOR

Resultados

Los resultados analizados con una ANOVA (aversivo vs no aversivo) indican que el
aprendizaje se establecié con facilidad tanto en el Grupo Lesionado F(1,7) = 72.53, p<
0.0002, como en el Grupo Control F(1,7) = 20.57, p< 0.003. La preferencia por el
estimulo asociado con SFI se puso de manifiesto igualmente en la prueba de Inversién: Grupo
Lesionado F(1,7) = 207.86, p< 0.0001 (Grifica 13); Grupo Control F(1,7) = 7.52, p<
0.03. Estos resultados pueden observarse en la Grafica 11).

Histologia

Concluidas las experiencias anteriores, los animales fueron sacrificados y sus cerebros
analizados de la manera ya detallada. En la figura 5 puede apreciarse la lesion electrolitica
del Niicleo de la Oliva Inferior. Las grandes lesiones bilaterales no permiten precisar la zona
critica pero, en cualquier caso, siempre incluyen a la Oliva accesoria medial (MAO), zona
prioritariamente propuesta como estacién de relevo de la informacién vagal (Perrin y
Crousillat, 1980; Yousfi-Malki y Puizillout, 1994; Nisimaru et al., 1991).

Discusion

Los datos de este segundo experimento demuestran que animales con lesion electrolitica del
Niicleo de la Oliva Inferior se encuentran capacitados para establecer un AAG a Largo Plazo
utilizando CILi como estimulo visceral aversivo y una dilacién de 15 minutos entre dicho
estimulo visceral y el estimulo gustativo. Los animales lesionados consiguen, de hecho, un
nivel de aprendizaje similar al de los controles. Estos datos permiten, por lo tanto, descartar
una incapacidad generalizada de los animales provocada por la lesién. Descartan asimismo,
una alteracién gustativa que impidiera el establecimiento de AAG. Y demuestran, por iltimo,
que ambas modalidades de AAG utilizan substratos anatémicos distintos para poder ser
llevadas a cabo.

Estas conclusiones se han visto reforzadas mediante la Prueba de Inversion en la cual
los estimulos gustativos se presentan en posicién opuesta a la habitual en el proceso de
aprendizaje. Por lo tanto, los animales deben rectificar sus programas motores previos
ajustdndose al aspecto gustativo del estimulo que ahora se encuentra en una posicion
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novedosa. Este reajuste es llevado a cabo con la mayor facilidad tanto por los animales
controles como por los animales lesionados en la O.1.

Senalar por iltimo, que el estimulo visceral utilizado, CINa en el Experimento 2a y
CILi en el Experimento 2b, no explica los resultados obtenidos. En efecto, y si bien el
aprendizaje dentro de un paradigma a Largo Plazo puede ser establecido igualmente con la
administraciéon de CINa en animales lesionados en la zona Interpdsito-Dentado del Cerebelo
(Experimento 1d) y vagotomizados medularmente (Arnedo et al., 1993), no ocurre lo mismo
con la utilizacién de CILi (independientemente de la dosis empleada) para desarrollar un
AAG a Corto Plazo (Arnedo et al., datos no publicados). De hecho, este producto se ha
mostrado repetidamente inadecuado para el desarrollo de tareas adquisitivas en esta
modalidad lo que sugiere, como ya ha sido indicado en el Capitulo precedente, que la
realizacidn correcta de los procedimientos a Corto Plazo o a Largo Plazo no puede atribuirse
a una mayor potencia aversiva de los productos utilizados intragdstricamente.
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Sesiones Sujetos Estimulos Gust.
1-4 5-8
Dia 1 CILi SF Vainilla
izquierda
Dia 2 SE CILi Limén
derecha

—

Dia 3 Vainilla / Limén
Test 1 Izquierda / Derecha
Dia 3 Limén / Vainilla
Test 2 Izquierda / Derecha

Diagrama III.- Esquema del procedimiento seguido en la prueba de Aprendizaje Aversivo Gustativo
a Largo Plazo, con administracién de CILi y Suero Fisioldgico.
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OLIVA INFERIOR

TEST 1

Consumo (ml)

10

8,1

8_4

GRUPO LESIONADO GRUPO CONTROL

W AVERSIVO B NO AVERSIVO

TEST 2

Consumo (ml)

14

10,9

12

10-

GRUPO LESIONADO GRUPO CONTROL

& AvERsIVvO B NO AVERSIVO

Grafica 11.- Cantidades medias consumidas por ambos grupos, Lesionado y Control, en el Test 1 y
en el Test 2 del Experimento 2b.
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CILi S.F.
x 0.0 64.9
% 0.0 8.1
S.D. 0.0 2.6

Tabla XIII.- Cantidades en ml ingeridas por el Grupo Lesionado durante el Test 1.

CILi S.F.
Ix 0.1 87.4
¥ 0.0 10.9
S.D. 0.0 2.1

Tabla XIV.- Cantidades en ml ingeridas por el Grupo Lesionado en el Test 2.
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CILi S.F.
Ix 5.4 53.8
X 0.6 6.7
S.D. 1.7 2.4

Tabla XV.- Cantidades en ml ingeridas por el Grupo Control en el Test 1.

CILi S.F.
X 13.0 64.5
X 1.6 8.0
S.D. 3.0 3.7

Tabla XVI.- Cantidades en ml ingeridas por el Grupo Control en el Test 2.
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Figura 5.- Seccion transversal a nivel del Bulbo Raquideo donde se aprecian las lesiones electroliticas
del Nucleo de la Oliva Inferior.
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EXPERIMENTO 2c¢

Estudio del Aprendizaje Aversivo Gustativo a Corto Plazo en Animales con Lesiones
en el Cortex Cerebelar ’

Introduccién

Los datos del experimento anterior descartan la posibilidad de que los resultados obtenidos
en el Experimento 2a se deban a un efecto inespecifico de la lesién. En el mismo sentido,
estudios previos en nuestro laboratorio han podido comprobar que diferentes lesiones (por
ejemplo, vagotomias o lesién del Nicleo Parabraquial medial) afectan al AAG a Corto Plazo
pero no al AAG a Largo Plazo, y al revés, lesiones del Area Postrema o del Niicleo
Parabraquial lateral afectan al segundo procedimiento sin afectar al AAG a Corto Plazo

(Amedo y Puerto, 1986; Arnedo et al., 1990; Arnedo et al., 1991; Agiiero, 1990; Gallo et
al., 1991; Amedo et al., 1993).

Esta problemdtica ha sido tratada una vez mds en este experimento lesionando el
cortex cerebelar, una zona anatémica a la que Marr (1969), a través de las células de
Purkinje, atribuia la plasticidad sindptica necesaria para establecer un aprendizaje motor.

Con anterioridad, los trabajos de Moruzzi en 1940 habian asignado al Cerebelo un
cierto papel modulador de funciones autonémicas. En efecto, amplias lesiones del cortex
vermal en ratas ateniian el temblor que se observa en estos animales ante la presencia de un
gato, etc (Supple et al., 1987) y pueden interferir con el condicionamiento de respuestas
autonomicas como el ritmo cardiaco (Squire, 1987) atenuando la adquisicién de bradicardia
condicionada tanto en conejos (Supple y Kapp, 1993) como en ratas (Supple y Leaton, 1990).
Estos efectos no se aprecian si las lesiones se realizan en los hemisferios cerebelares. A pesar
de todo ello, sin embargo, las lesiones vermales en ratas no parecen tener efecto en el AAG
cuando se utiliza CILi como agente aversivo y 30 minutos de dilacién entre el estimulo
gustativo y la administracion del estimulo visceral aversivo (Supple et al., 1987). Es decir,
el vermis no parece ser esencial en el paradigma que denominamos Largo Plazo pero eso no

excluye que pudiera serlo en el Corto Plazo. El presente experimento nos permitiria también
dilucidar esta cuestién.

Una raz6n adicional para examinar el cortex vermal en relacién con el AAG ha sido
la existencia de estudios anatémicos previos indicando que aferencias vagales alcanzaban
c€lulas de Purkinje del vermis (Tong et al., 1991). Informacién visceral vagal llega tanto a
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zonas del vermis posterior (I6bulos VI al IX) (Okahara y Nisimaru, 1991; Saigal et al. 1980)
como, y principalmente, alrededor de la Cisura Primaria (I6bulos V' y VI) (Dell y Olson,
1951a; Hennemann y Rubia, 1978; Tong et al., 1991; Perrin y Crousillat, 1985).

De acuerdo con estos datos anatémicos y fisiolégicos expuestos asi como los
experimentos anteriores, cabria esperar que las lesiones del vermis podrian afectar, en su
caso, al AAG a Corto Plazo. Con la pretensién de examinar esta posibilidad se llevé a cabo
el presente experimento.

Método
SUJETOS

Los sujetos de este experimento fueron 11 ratas macho de la raza Wistar suministradas por
el Animalario de la Universidad de Granada y cuyos pesos, al principio del estudio, estaban
comprendidos entre 290-350 gr. Las condiciones previas a las intervenciones quirdrgicas
fueron las mismas que se detallaron mds arriba.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO
Electrocauterizacion del cortex cerebelar

Una vez anestesiados los animales segiin el procedimiento antes descrito y colocados en el
aparato extereotdsico se localizaba a nivel craneal el punto correspondiente a las coordenadas
anteroposterior -4.2 y lateral 0.0 del atlas de Paxinos (Paxinos y Watson, 1986). Alli se
efectuaba el orificio a través del cual se podia acceder con la fuente de calor hasta la
superficie de la corteza cerebelar. La electrocauterizacién duraba un total de 30 segundos.

A partir de este momento, el tratamiento que se les daba a los animales era similar
al descrito en el Experimento 2a, tanto en la cirugfa periférica, periodo de recuperacion,
periodo de preentrenamiento y procedimiento experimental de AAG a Corto Plazo (Diagrama

D).

Sin embargo, seis horas mds tarde de realizar la 5% sesi6n
y tras la comprobacion estadistica de que los animales habian aprendido, efectuamos una
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nueva sesion invirtiendo la posicion de las buretas con los sabores, es decir, ahora la bureta
con el sabor Coco se situaba a la izquierda del animal y la bureta con el sabor Fresa a la
derecha. Otra diferencia fundamental de esta tltima sesién con respecto a las cinco sesiones
previas era que en esta ocasién no se inyectaba nada a los animales; estos bebian durante 7
minutos con los conectores colocados pero no se administraba ninguna sustancia a través de
ellos.

Resultados

Los resultados (Grdfica 12) analizados con una ANOVA (droga x ensayos) demuestran que
los animales lograron aprender la tarea sin dificultad F(4,40) = 3.7, p< 0.02 (Grifica 13).
Los datos estadisticos de la prueba de Inversion, por el contrario, indican que, en las
condiciones arriba descritas, los animales no fueron capaces de discriminar entre el sabor
asociado previamente con SF y el asociado con CINa (ANOVA aversivo vs no aversivo)
F(1,10) = 0.2, p> 0.05, NS (Griéfica 14).

Histologia

Finalizadas las sesiones experimentales los animales fueron perfundidos y sus cerebros
analizados de manera similar a la descrita en el experimento anterior (Figuras 6 y 7).

Discusion

Los datos de este experimento demuestran que el paradigma de AAG a Corto Plazo es un
aprendizaje plenamente asumible por animales lesionados, como ya se habia demostrado en
nuestro laboratorio tras lesiones del Area Postrema (AP) (Arnedo et al., 1990) y del Nucleo
Parabraquial Lateral (PBN1) (Agiiero, 1990). En concreto, este experimento demuestra que
lesiones de la corteza cerebelar y mds especificamente, de la zona comprendida alrededor de
la Cisura Primaria, no incapacitan a los animales para establecer el aprendizaje a Corto Plazo
0, lo que es lo mismo, este paradigma no parece representar una dificultad insalvable para
animales con lesiones, ya que aprenden de manera muy similar a como lo hacen animales
intactos (Grupos Control de los Experimentos 1a y 2a). Hay que concluir, por tanto, que los
diferentes resultados del Experimento 2a y 2b se deben a que la lesion de la O.I. interrumpe
especificamente algin sistema anatémico esencial para este paradigma a Corto Plazo.
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Una consecuencia adicional que se extrae de los resultados de este experimento entra
de lleno en una polémica que dura ya una década dentro del Condicionamiento Cldsico (CC).
Esta polémica concierne al papel que desempefia la corteza cerebelar en el aprendizaje, en
concreto, en el CC de la membrana nictitante. La discrepancia surge ante los diferentes
resultados obtenidos tras la lesion del cortex cerebelar. Asi, lesiones restringidas al 16bulo
simplex (I16bulo HVI) realizadas en el laboratorio de Yeo y colaboradores consiguen eliminar
las RCs e impedir su readquisicion mientras que Thompson y col., sin embargo, no
consiguen replicar estos mismos resultados (McCormick y Thompson, 1984; revisiones en
Perret et al., 1993; Hardiman y Yeo, 1992; Lavond et al., 1993).

La lesion llevada a cabo en este experimento se localiza en la zona situada alrededor
de la Cisura Primaria y comprende los 16bulos V y VI del Vermis. La extension de dicha
lesién en las dimensiones vertical y anteroposterior puede comprobarse en el corte sagital de
la figura 3 mientras que la extensién lateral queda reflejada en el corte transversal de la
figura 4. La eleccion de esta zona especifica se basa en estudios anatomicos y
electrofisioldgicos previos que muestran la existencia de informacion visceral vagal en esta
region del vermis (Perrin y Crousillat, 1985; Nisimaru et al., 1991; Hennemann y Rubia,
1978; Perrin y Crousillat, 1985; Dell y Olson, 1951; Tong et al, 1991). Dado que la
integridad de las aferencias vagales es requisito imprescindible para el establecimiento de un
AAG a Corto Plazo (Amedo y Puerto, 1986; Amedo et al., 1990; Amedo et al., 1993)
parecia l6gico, por tanto, lesionar precisamente aquella zona de la corteza cerebelar que
recibe aferencias vagales. Sin embargo, y a pesar de cumplir aparentemente estas
condiciones, nuestras lesiones no eliminaron la capacidad de los animales para establecer la
asociacion. Las consecuencias de este hecho se analizaran mds adelante (ver Discusion
general).

Un iltimo aspecto de este estudio estaria relacionado con la prueba de Inversién. En
esta prueba, una vez que los animales han aprendido la tarea, se invierten los estimulos
gustativos. Como se ha visto anteriormente, esta tarea es realizada correctamente por los
animales en el paradigma a Largo Plazo (Inversion del Experimento 2b) pero no lo es asi en
la tarea a Corto Plazo (Inversién del Experimento 2c). Este resultado descarta, por tanto, el
hecho de que en las iltimas sesiones, cuando la mayoria de los animales consumen liquido
casi exclusivamente de una de las dos buretas, se esté produciendo un aprendizaje segiin la
modalidad a Largo Plazo. Si asi fuera, los animales deberian haber realizado correctamente
la prueba de Inversion, cosa que no sucede. Una posible interpretacion de’este proceso es que
ahora la tarea es diferente ya que el animal no recibe el estimulo aversivo y, por lo tanto,
seria un ejemplo de "state dependence", aprendizaje dependiente del estado. Existiria la
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posibilidad poco probable de que esta lesion de la corteza afectara especificamente a la tarea
de Inversion pero parece que esto no es asi ya que los animales capaces de aprender a Largo
Plazo retienen esta capacidad. Una alternativa adicional para la explicacion de estos datos es
la ofrecida en el Experimento 1c.
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Grafica 12.- Cantidades totales consumidas de los estimulos gustativos asociados a CINa
(Aversivo) y a Suero Fisiologico (No Aversivo) en el Experimento 2c.
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Grafica 13.- Grifica correspondiente a las cantidades medias consumidas en las diferentes sesiones experimentales del Experimento 2c.
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Grifica 14.- Cantidades medias consumidas de los estimulos gustativos asociados a CINa
(Aversivo) y a Suero Fisiolégico (No Aversivo) en la Prueba de Inversion del Experimento
2c.
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SESIONES

13 2a 33 43 53

CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F. CINa | S.F.

Ix 40.6 | 36.0 25.2 | 33.2 23.8 | 404 19.1 | 52.6 16.4 | 56.0

3.6 3.2 p 3.0 2.1 3.6 B | 4.7 1.4 1.2

ol

S.D. 1.7 2.4 2.0 2.4 1.8 2.5 1.9 3.3 1.2 2.2

Tabla XVIL.- Cantidades en ml ingeridas por el grupo lesionado en el cortex cerebelar en las cinco
sesiones del paradigma a Corto Plazo.
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CINa S.F.
Ix 312 63.4
X 4.6 5.7
S.D. 3.8 4.4

Tabla XVIIIL.- Cantidades en ml ingeridas por el grupo lesionado en el cortex cerebelar

durante la prueba de Inversion.
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Figura 6.- Seccion sagital del Cerebelo donde se aprecia la extension de la lesién cortical
en la dimension vertical.
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Figura 7.- Seccion transversal del Cerebelo donde se aprecia la extensién de la lesién
cortical a ambos lados de la linea media.
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DISCUSION GENERAL

La lesién electrolitica del Nicleo de la Oliva Inferior impide especifica y exclusivamente el
procedimiento de AAG que llamamos a Corto Plazo caracterizado, como se ha dicho mds
arriba, por la presentacién simultdnea del estimulo aversivo visceral (CINa) y el estimulo
gustativo. Esa simultaneidad exige rapidez en la transmision del CINa o, lo que es lo mismo,
la utilizacién de una via nerviosa para que el malestar gastrointestinal que el producto
aversivo provoca pueda ser relacionado con los estimulos gustativos ofrecidos al animal.

En el sistema gastrointestinal, una via anatémica capacitada para ello es el Nervio
Vago. Asi, el AAG a Corto Plazo es interrumpido tras vagotomias subdiafragmaticas
(Arnedo et al., 1991), vagotomias bulbares (Arnedo et al., 1990) y lesiones electroliticas de
PBNm (Agiiero et al., (c), submitted), zona de enlace de la informacion vagal (Rogers et al.,
1979; Hermann y Roger, 1985; Gieroba y Blessing, 1994; Yamamoto et al., 1992; Kobashi
et al., 1993).

Dado que esos mismos animales lesionados son capaces de aprender en paradigmas
de AAG a Largo Plazo, como demuestra el Experimento 2b, hay que concluir que la lesion
de la O.1. no ha interferido en la transmisién de la informacién gustativa. Igualmente, hay
que desechar la posibilidad de que el procedimiento a Corto Plazo conlleve mads dificultad
y por ello los animales lesionados fracasen en este aprendizaje y no lo hagan en el Largo
Plazo. Como demostramos en el Experimento 2c, animales lesionados pueden aprender
correctamente un AAG con las exigencias que impone el Corto Plazo. La lesién de O.I.
podria haber interrumpido, por tanto, la informacién visceral que, via Nervio Vago, deberia
haber llegado hasta el Cerebelo.

Esta conclusion, ademds de los datos presentados ahora, tiene otro punto de apoyo
en los resultados expuestos en el Capitulo I. En él demostrdbamos que la zona Interpésito-
Dentado del Cerebelo podia ser un lugar clave en el establecimiento de un AAG a Corto
Plazo ya que su lesién interrumpia dicho aprendizaje. Asimismo, se apuntaba la posibilidad
de que el Cerebelo fuera el lugar donde convergieran ambas informaciones, visceral-vagal
y gustativa, necesarias para llevar a cabo el aprendizaje.

La intervencién del Cerebelo en funciones autonémicas fue ya puesta de manifiesto
por Moruzzi en 1940 y se ha visto confirmada por las relaciones existentes entre el Cerebelo
y el Hipotdlamo. En efecto, existen conexiones reciprocas entre el Hipotdlamo lateral y el
Niicleo dorsomedial del Hipotdlamo por una parte, y el Niicleo Interpésito anterior por otra,
posibilitando asi la participacién del Cerebelo en la regulacion de funciones viscerales
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(Haines y Dietrichs, 1990). En la misma linea, los trabajos cldsicos de Dell y Olson
demostraron la existencia de aferencias vagales que tenian su origen en el vermis del
Cerebelo, en concreto, alrededor de la Cisura Primaria, entre el 16bulo anterior y el I6bulo
simplex (Dell y Olson, 1951). Posteriormente, Hennemann y Rubia (1978) comprobaron que,
efectivamente, la estimulacion del Nervio Vago elicitaba respuestas en los I6bulos V y VI
del Cerebelo. Ademds de confirmar los resultados de Dell y Olson, apuntaron la posibilidad
de que dichas aferencias vagales fuesen transmitidas mediante fibras trepadoras aunque
afirman desconocer c6mo estas aferencias alcanzan la O.I. (Hennemann y Rubia, 1978).

Estudios mds recientes utilizando tanto métodos de registro (Tong et al., 1991;
Okahara y Nisimaru, 1991; Perrin y Crousillat, 1985) como marcadores como la peroxidasa
(Nisimaru et al., 1991; Fitzakerley y Lucier, 1988) o anticuerpos de C-Fos (Yousfi-Malki
y Puizillout, 1994) confirman a la regién olivar como una estacién de relevo de aferencias
vagales hacia el Cerebelo. Aunque el origen de las fibras vago-olivocerebelares no se conoce
con exactitud (Tong et al., 1991), podria residir en el Nicleo del Tracto Solitario ya que
existe una proyeccién directa desde zonas caudales del mismo hacia micleos olivares
ipsilaterales, en concreto, la oliva accesoria dorsal (Loewy y Burton, 1978).

El papel funcional de estas aferencias vagales no ha sido suficientemente aclarado
aunque en gatos se les ha relacionado con la actividad visceral que se refleja en la nausea o
vomitos (Tong et al., 1991). En esta misma linea podria incluirse la propuesta funcional del
presente trabajo, al afirmar que la importancia de las aferencias vagales de la O.1. residen
en el hecho de proporcionar al Cerebelo una via rdpida para la informacién visceral que
posibilite el establecimiento de un AAG a Corto Plazo.

Nuestro trabajo confirmaria asimismo los resultados obtenidosa en otros tipos de
aprendizajes como, por ejemplo, en aprendizaje espacial (Dahhaoui et al., 1992), y en otras
especies como el condicionamiento del reflejo patelar en gatos (Voneida et al., 1990) o el
condicionamiento de la membrana nictitante en conejos (McCormick et al., 1985; Mintz et
al., 1994). Estos estudios han demostrado repetidamente que lesiones similares, electroliticas
y quimicas, del complejo olivar han suprimido respuestas condicionadas previamente
establecidas e impedido la adquisicién de RC nuevas (McCormick et al., 1985; Mintz et al.,
1994; y revisiones en Glickstein y Yeo, 1990; Glickstein, 1992; y Thompson, 1988). La
explicacién que se da a este hecho, siguiendo la teorfa ya apuntada por Marr (Marr, 1969),
es que la destruccion de los micleos olivares impediria que la informacion‘acerca del estimulo
incondicionado (soplo corneal o shock periorbital) alcanzara al Cerebelo mediante las fibras
trepadoras. Por la misma razon, si en lugar de lesionar se estimula eléctricamente esa zona,
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la estimulacion actia como un estimulo incondicionado adecuado para establecer un
aprendizaje de este tipo (Thompson, 1988).

Estudios recientes en esta misma linea han confirmado, tanto anatémica como
fisiolégicamente, la existencia de proyecciones directas desde dreas laterales de los Nucleos
Pontinos y desde O.I. dorsal accesoria que alcanzan tanto al I6bulo VI del Cerebelo como
al Nicleo Interpésito (Gould et al., 1993; Steinmetz y Sengelaub, 1992; Qvist, 1989). Estos
estudios, junto a otros realizados con lesiones, permiten suponer que en el Nicleo Interpdsito
convergen de forma directa la informacién del estimulo condicionado y la del incondicionado
durante el CC parpebral. De acuerdo con Marr, por tanto, las fibras trepadoras procedentes
de O.Linformarian al Cerebelo acerca de un plan general de movimiento mientras que las
fibras musgosas procedentes de Nucleos Pontinos le informarian respecto a un contexto
especifico. Esa informacién llegaria, como hemos visto, de forma directa tanto al cortex
cerebelar como al Nicleo Interpésito. Estos trabajos hacen suponer ademds que la
informacién vagal existente en la O.I. podria alcanzar la zona nuclear Interpésito-Dentado
y no sélo el vermis del Cerebelo.

En nuestro caso concreto, hemos comprobado la participacién del Nicleo Interp6sito
en AAG a Corto Plazo (Experimento la), sin embargo, tal y como se desprende del
Experimento 2¢, no ha sucedido lo mismo con respecto a la corteza. Y ello a pesar de que,
como hemos visto mds arriba, la corteza cuenta, al menos, con tanta informacién como los
Nicleos Profundos.

Estos datos merecen ser analizados en el contexto de los diferentes resultados que se
han obtenido en el CC de la membrana nictitante tras lesiones del cortex cerebelar. Sabemos,
por ejemplo, que la aspiracién del cortex que incluye el I6bulo HVI y Crus I'y Crus II del
16bulo ansiforme impide de manera permanente el condicionamiento establecido antes de la
lesion (Yeo y Hardiman, 1992). Lesiones mds pequefias funcionalmente realizadas con Acido
Kainico en la misma zona (I6bulos HVI y ansiforme) eliminan de manera inmediata y
permanente la respuesta condicionada de la membrana nictitante (Hardiman y Yeo, 1992).
Estos resultados, sin embargo, difieren claramente de los obtenidos por Thompson y
colaboradores (ver revisién en Lavond et al., 1993) ya que tras lesiones similares a las
descritas por Yeo y col. la respuesta condicionada sigue manifestindose (McCormick y
Thompson, 1984; Woodruff-Pak et al., 1993). Deben mencionarse, por dltimo, los trabajos
que tras lesiones corticales interrumpen algiin aspecto e la respuesta condicionada como, ps
ejemplo, la discriminacién temporal que subyace al condicionamiento (Perret 49;31”?@%
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Las tentativas de explicacion a resultados tan dispares han sido varias: a) Distinto
procedimiento experimental ya que Yeo y col. utilizan alternativamente ruido y luz como EC
y un shock como EI, mientras que en el laboratorio de Thompson utilizan un ruido como EC
y un soplo como EI; al parecer la luz seria un peor estimulo para establecer este CC
(Woodruff-Pak, 1993). b) Tamaiio de la lesién porque se ha observado, incluso por Yeo y
col., que en algunos animales habia una recuperacién gradual de la RC coincidiendo con la
menor extensién de la lesién y c¢) Lugar de la lesién ya que quizds no se hayan explorado
suficientemente las dreas corticales que podrian estar también implicadas en este aprendizaje

motor.

En cualquier caso, las consecuencias que se han extraido de estos estudios también
han sido diversas. Asi, ha habido posturas integradoras que afirman que el Cerebelo seria
esencial en el CC de ciertas respuestas motoras y que el cortex cerebelar jugaria un papel
muy importante en ese aprendizaje, aunque en este caso los engramas de memoria estarian
representados en miltiples lugares de ese cortex (Thompson, 1986; Thompson, 1991; Lavond
et al., 1993; Glickstein, 1992). Otros autores creen mds bien que el cortex cerebelar
participaria en algin aspecto del aprendizaje (Hesslow, 1994) siendo para unos el lugar donde
residiria la plasticidad sindptica para esa respuesta (Perret et al., 1993) pero sin ser, para
otros, esencial en la asociacion bdsica (Lavond et al., 1993). Y estdn, por ultimo, aquellos
autores para los que los efectos de las lesiones no significan que el Cerebelo participe en el
aprendizaje asociativo; las lesiones para ellos producirfan simples déficits en la ejecucion de
la RC (Harvey et al., 1993).

Teniendo en cuenta toda esta informacién, no podemos afirmar con rotundidad que
la corteza cerebelar no sea necesaria en el establecimiento de un AAG a Corto Plazo, de
hecho creemos que cuenta con la maquinaria esencial para ello y que puede haber otras zonas
en ese cortex, no comprendidas en nuestra lesion, donde se produzca la necesaria asociacion
entre la informacion gustativa y visceral. A todo ello hay que afiadir las dificultades técnicas
existentes para acceder e intervenir en algunos lugares de la corteza, factores todos ellos que
estdn impidiendo su mejor conocimiento.
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CAPITULO III. ESTUDIO DE LA FUNCION DE LAS AFERENCIAS DEL CEREBELO
EN EL APRENDIZAJE AVERSIVO GUSTATIVO: NUCLEO PARABRAQUIAL
LATERAL EXTERNO.



INTRODUCCION

La presencia de informacién vagal en el Cerebelo es conocida desde hace tiempo (Dell y
Olson, 1951; Hennemann y Rubia, 1978) y en la actualidad existen datos tanto anatémicos
como electrofisiolégicos que indican que el micleo de la Oliva Inferior podria ser una
estructura intermedia de estas aferencias vagales-cerebelares (Tong et al., 1991; Okahara y
Nisimaru, 1991; Perrin y Crousillat, 1985; Nisimaru et al., 1991; Fitzakerley y Lucier,
1988; Yousfi-Malki y Puizillout, 1994). De hecho, la destruccion de la zona olivar
interrumpe el AAG a Corto Plazo (Experimento 2a) en el que resulta esencial la integridad
de la via vagal (Amedo et al., 1990; Amedo et al., 1991; Amedo et al., 1993). Sin
embargo, hasta la fecha, no se conoce la via anatémica a través de la cual la informacion
vagal llega hasta el ndcleo olivar (Hennemann y Rubia, 1978; Tong et al., 1991). Una
posibilidad es la proyeccién directa que cursa desde zonas caudales del Nicleo del Tracto
Solitario hasta nucleos olivares ipsilaterales (Loewy y Burton, 1978). Pero otra posibilidad,
aun no bien establecida, podria ser la conexién indirecta de la informacion vagal a través del
Nicleo Parabraquial (NPB) pontino. Las posibles relaciones de dicha zona pontina,
repetidamente implicada en AAG (Flynn, et al., 1991; Spector et al., 1992; Agiiero y Puerto,
1986; Agiiero, 1990; Agiiero et al., 1993a y b) y el Cerebelo merecian ser estudiadas, sobre
todo, teniendo en cuenta que los trabajos realizados hasta la fecha en el NPB no dejan de ser
controvertidos.

El NPB se divide en dos zonas principales habitualmente denominadas parabraquial
lateral (NPBI) y medial (NPBm). Aunque la distincién entre lateral y medial surgié a partir
de la disposicién anatémica de los distintos subnicleos del NPB alrededor del Pedinculo
Cerebeloso Superior (Brachium Conjuntivum) en el hombre, suele aceptarse también para
otras especies incluida la rata. Sin embargo, la distinta orientacién del Pedinculo Cerebeloso
Superior en estos animales respecto del hombre hacen que los términos citoarquitectonicos
lateral y medial no coincidan exactamente con su disposicion estereotdxica, situdndose los
subnicleos denominados mediales ventromedialmente en el plano estereotdxico con respecto
al brachium conjuntivum mientras que los submicleos denominados citoarquitectonicamente
laterales aparecen dorsolaterales al braquium conjuntivum en el plano estereotdxico (Fulwiler
y Saper, 1984; Bechara et al., 1993). Pero puesto que los términos lateral y medial son
ampliamente aceptados serdn los que utilicemos aqui.

A esta distincién topogrifica de las partes mediales y laterales del NPB se suma el
hecho de que ambas zonas poseen conexiones anatémicas diferentes (Fulwiler y Saper, 1984)
y, al parecer, distinta funcionalidad (Agiiero y Puerto, 1986; Agiiero, 1990; Bechara et al.,
1993). En general, puede afirmarse que las zonas mds mediales reciben informacién desde
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zonas rostrales (gustativas) del Nicleo del Tracto Solitario (NTS) (Norgren y Leonard, 1971)
y estarian, por tanto, relacionadas con la transmisién de informacion gustativa (Hermann y
Rogers, 1985), de ahi que se les denomine "drea gustativa pontina" (Norgren y Pfaffmann,
1975). Esta zona recibiria también aferencias vagales como han puesto de manifiesto tanto
estudios electrofisiologicos (Rogers et al., 1979; Hermann y Rogers, 1985) como
conductuales (Agiiero y Puerto, 1986; Agiiero, 1990; Agiiero et al., submitted). En zonas
mediales del NPB existe, por tanto, convergencia de fibras vagales y gustativas (Hermann
y Rogers, 1985). En cuanto al NPBI parece participar fundamentalmente en funciones
relacionadas con informacidén de tipo visceral que recibe tanto de zonas caudales del NTS
(Ricardo y Koh, 1978; Kobashi et al., 1993; Hermann y Rogers, 1985) como desde el Area
Postrema (AP) (Yamamoto et al., 1992; Lan¢a y Van der Kooy, 1985).

En este contexto, estudios recientes han demostrado que manipulaciones de indole
visceral, tales como administracion de diversos productos o estimulacién del Nervio Vago,
han influido de manera expresa en una zona del NPBI, el subnicleo externo (NPBLe)
(Bernard et al., 1994; Hochstenbach et al., 1993; Gieroba y Blessing, 1994; Kobashi et al.,
1993; Yamamoto et al., 1992; Yamamoto et al., 1993; Hermann y Rogers, 1985; Gu et al.,
1993).

Pero, ademds de contar con informacién vagal, el Nicleo Lateral externo (NPBLe)
también recibe informacién visceral humoral desde el Area Postrema, ya que responde ante
la administracion de CILi y dicha respuesta no desaparece totalmente tras la realizacion de
vagotomia (Yamamoto et al., 1992).

La presencia en el NPBLe de ambos tipos de informacion visceral, vagal y humoral,
nos llevaron a concretar el estudio del NPB a este subniicleo, estudio que nos planteamos de
la siguiente forma: Si el Nucleo Parabraquial Lateral externo cuenta con informacién vagal,
como se desprende de los estudios citados anteriormente, la eliminacién de esta zona deberia
impedir, por tanto, el establecimiento de un AAG a Corto Plazo que, como hemos dicho mds
arriba, necesita de la integridad de la via vagal. Si este nicleo pontino, por otra parte, cuenta
con informacién visceral humoral (Yamamoto et al., 1992), su lesién incapacitaria a los
animales lesionados para establecer un AAG denominado a Largo Plazo que se caracteriza
por el hecho de que entre la presentacién del estimulo gustativo y la del visceral aversivo
(CILi) existe una demora de 15 minutos. En este paradigma de AAG no es, por tanto, tan
esencial la rapidez en la transmisién del estimulo visceral pudiendo utilizar dicha informacién
un camino alternativo como es la via humoral (Arnedo et al., 1991; Gallo et al., 1991; Gallo
et al., 1988; Gallo et al, 1990; Agiiero et al., 1993a y b).
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La siguiente serie experimental pretendia pues averiguar con exactitud el tipo de
informacién con que contaba este nicleo, su funcionalidad, su papel en AAG y su posible
relacién con el Cerebelo. Para ello, y considerando los resultados obtenidos en estudios
previos (Agiiero et al., 1993a y b), manipulariamos el tamafio de la lesion como una variable
de la que podrian depender los distintos componentes conductuales.
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EXPERIMENTO 3

Aprendizaje Aversivo Gustativo y Niicleo Parabraquial Lateral Externo:
Consecuencias conductuales en funcién dela extension de la lesion electrolitica.

Introduccion

El Niicleo Parabraquial lateral externo (NPBLe) es un subniicleo del Nicleo Parabraquial
lateral (NPBI) que se extiende caudalmente casi hasta el punto donde la expansion lateral del
Pedinculo Cerebeloso Superior (PCS) conecta con la superficie dorsal del Puente. A lo largo
de toda su extensidn, este niicleo rodea el lado dorsolateral del PCS lindando con neuronas
del NPBm que rodean el lado ventrolateral del PCS (Fulwiler y Saper, 1984). Si
efectivamente el NPBLe cuenta con informacion vagal (Bernard et al., 1994; Hochstenbach
et al., 1993; Gieroba y Blessing, 1994; Gu et al., 1993; Kobashi et al., 1993; Yamamoto et
al., 1992; Yamamoto et al., 1993; Hermann y Rogers, 1985), cabe suponer que su lesion
deberia tener consecuencias comportamentales anadlogas a las que se observan tras la lesion
a distintos niveles del Nervio Vago (Arnedo et al., 1990; Arnedo et al., 1991; Aredo et al.,
1993), del Niicleo de la Oliva Inferior (O.1.) (Experimento 2a) y del Nicleo Interpésito del
Cerebelo (Experimento 1a). Esto es, la lesién del NPBLe, bien por destruccién de cuerpos
celulares o por vias de paso (aspecto que no ha sido determinado en este experimento)
deberia impedir el AAG a Corto Plazo, que requiere la integridad de la via vagal, pero no
interrumpiria el AAG a Largo Plazo cuyo establecimiento es independiente de dicha via
(Martin et al., 1978; Amedo et al., 1991; Arnedo et al., 1990).

Sin embargo, estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado también que
lesiones amplias del Niicleo Parabraquial, aunque en posiciones algo mds dorsolaterales,
interrumpen el AAG a Largo Plazo inducido tanto por CILi como por estimulacion del Area
Postrema (Agiiero et al., 1993a y b), pero no alteran el AAG a Corto Plazo (Agiiero, 1990).

Con el fin de diferenciar estas dos alternativas, se ha llevado a cabo el presente
experimento utilizando un Grupo Control y tres grupos lesionados en los que se cambia el
tamafio de la lesién efectuada, una mds restringida al PBLe (3a) y las otras dos mds amplias
(3b y 3c), aunque en todos los casos se utilizan las mismas coordenadas estereotdxicas.
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Método
SUJETOS

Los sujetos fueron 39 ratas macho de la raza Wistar suministradas por el Animalario de la
Universidad de Granada y cuyos pesos al principio del experimento se situaban entre 250-310
gr. Todos los animales fueron asignados aleatoriamente a cada uno de los grupos, colocados
individualmente y mantenidos en las condiciones de adaptacion ya descritas.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO
Lesion Electrolitica del Niicleo Parabraquial Lateral Externo (NPBLe)

Bajo anestesia con pentotal sédico (Tiopental sédico, Lab. Abbott) i.p. a una dosis de 50
mg/Kg. y en la zona correspondiente a las coordenadas anteroposterior y lateral, se procedio
a introducir el electrodo hasta un punto determinado por la coordenada vertical. Alli se aplico
bilateralmente y, en el Grupo 3a, durante 10 segundos, una corriente continua catddica de
0.8 Ma, suministrada por un generador de lesiones modelo DCML-5 (Grass Instruments
Corp., Quincy, Mass, USA). Los pardmetros de lesién en los Grupos Experimentales 3b y
3c fueron 1.5 Ma de intensidad administrada durante 15 segundos.

En todos los grupos experimentales las coordenadas estereotdxicas utilizadas para
realizar la lesion se basan en el atlas estereotdxico de Paxinos (Paxinos y Watson, 1986) y
fueron:

A-P: -0.16 L: + 2.5 V:+3
El Grupo Control con falsa lesién recibié un tratamiento similar pero, en su caso, la
coordenada vertical donde se situd el electrodo fue de +4 y no hubo paso de corriente a
través del mismo.
Implantacién de dos Fistulas Intragdstricas

Una vez realizada la operacién a nivel central, se procede a implantar los dos catéteres
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intragdtricos de manera idéntica a como se llevé a cabo en los experimentos anteriores.

Periodo de recuperacion: Finalizado el proceso quinirgico, los animales son devueltos
a sus jaulas, con comida y agua ad libitum, concediéndoseles un periodo de recuperacién de
8-10 dias. En el transcurso de este periodo dos animales del Grupo 3a murieron y uno del
Grupo Control tuvo que ser eliminado por pérdida de una de las fistulas intragdstricas,
quedando los distintos grupos como sigue: grupo 3a = 11; Grupo 3b = 10; Grupo 3¢ = 8;
Grupo Control = 7. Con todos ellos se procedié al Periodo de preentrenamiento que
consiste, como siempre, en la presentacién simultdnea de dos buretas conteniendo agua, de
manera que los animales beban indistintamente de una y otra (tres dias).

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Como ya se ha indicado, se emplean ambos procedimientos de adquisicién, a Corto y a
Largo Plazo, de la forma descrita en los capitulos anteriores (ver Diagramas IV y V). Como
norma general, cuando los mismos animales pasaban por estos dos paradigmas (Grupos 3a
y 3b y Grupo Control), los estimulos gustativos presentados en el primer procedimiento no
se utilizaban para el segundo. Ademds, entre la administracién de uno y otro paradigma se
permitia a los animales un minimo de 48 horas con comida y agua ad libitum.

En el caso del procedimiento a Largo Plazo, puesto que este paradigma de aprendizaje
puede ser establecido en tan s6lo una sesion experimental (Gallo et al., 1988; Gallo et al.,
1990; Experimento 2b de esta Tesis), en el Grupo 3b y en el Grupo Control se comprob6
el nivel de aprendizaje tras un ensayo (dos sesiones) y tras dos ensayos (cuatro sesiones). En
definitiva, el procedimiento experimental completo en estos dos grupos se realizé tal y como
se refleja en el Diagrama VI.

Resultados

Los datos del Grupo 3a en el que se utilizé en primer lugar el paradigma a Largo Plazo
(Grdfica 15) fueron analizados con una ANOVA (Condicién aversiva vs no aversiva),
resultando claramente significativos F(1,10) = 72.21, p < 0.0001. Con respecto al
paradigma a Corto Plazo (se llevé a cabo con un animal menos que hubo que eliminar por
pérdida de un catéter), los datos aparecen reflejados en la Grdfica 16 y en ella se aprecia que
los animales no cumplen el requisito previo de aprendizaje. Efectivamente, sometiendo a los
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datos a un andlisis de varianza, ANOVA (Droga x ensayos), no se aprecian diferencias
significativas entre las cantidades consumidas de uno y otro estimulo gustativo a lo largo de
las cinco sesiones experimentales F(4,36) = 0.7, p> 0.05, NS (Grdéfica 17).

Los datos del Grupo 3b y del Grupo Control en el paradigma a Corto Plazo pueden
verse en la Grdfica 18. Los animales experimentales fueron incapaces de realizar
correctamente la asociacion entre el estimulo gustativo y el estimulo visceral aversivo como
pone de manifiesto el andlisis de varianza realizado (ANOVA droga x ensayos) F(4,36) =
1.2, p> 0.05, NS (Griéfica 19). Por el contrario, los animales del Grupo Control con falsa
lesi6n consiguieron plenamente el criterio de aprendizaje, consumiendo mayor cantidad del
estimulo gustativo asociado a la administracién del producto inocuo (SFI), F(4,24) = 6.35,
p< 0.002 (Grifica 20).

En cuanto a los resultados de estos dos grupos (3b y falsamente lesionado) en el
paradigma a Largo Plazo, demuestran que una unica sesion experimental no fue suficiente
para que los animales lesionados aprendieran a evitar el sabor asociado con la administracion
de CILi, F(1,9) = 1.09, p> 0.05, NS. Esa tinica sesion bastd, sin embargo, a los animales
falsamente lesionados para aprender F(1,6) = 178.69, p< 0.0001. Sometidos a una segunda
sesion experimental, ambos grupos de animales, tanto el 3b F(1,9) = 11.43, p< 0.01, como
el Control F(1,6) = 344.54 p< 0.0001, consiguen establecer la asociacién. Las cantidades
totales consumidas por ambos grupos fueron similares: Grupo 3b: x = 9.47 en el Test 1 y
X = 10.56 en el Test 2; Grupo Control: X = 7.98 en el Test 1 y x = 10.38 en el Test 2
(Gréfica 21).

Por ltimo, los datos del Grupo 3¢ sometido exclusivamente a un paradigma a Largo
Plazo muestran que la comparacion entre la ingesta del estimulo gustativo asociado a la
administracion de CILi y la ingesta del sabor asociado al SFI no resulta significativa F(1,7)
= 1.66, p> 0.05, NS (Griéfica 22). Hay que concluir, por tanto, que los animales no han
aprendido.

Histologia

Todos los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentotal sédico y perfundidos
intracardialmente con 10 ml de suero salino isoténico seguido por forinaldehido al 10%.
Extraidos los cerebros, se introducen en formaldehido para su posterior laminacién y exdmen
microscopico.
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N. PARABRAQUIAL

El andlisis histolégico confirmé la existencia de lesiones bilaterales restringidas al
NPBLe en los animales del Grupo 3a. Los limites laterales y verticales de la lesién pueden
apreciarse en la Figura 8a. En la dimensién anteroposterior, el tamaifio de la lesion fue de
aproximadamente 300 micras.

El andlisis histolégico revel6 asimismo que las lesiones de los animales del Grupo 3b
(Figura 8b) incluyen en todos los casos al Niicleo Parabraquial Lateral externo, al Niicleo
Parabraquial Lateral central (NPBLc) y también, en cierta medida, al Nicleo Parabraquial
dorsal (NPBLd). En ningun caso las lesiones fueron tan ventrales como para afectar al
Nucleo Parabraquial Medial externo (NPBMe). Anteroposteriormente, las lesiones tuvieron
una extension aproximada de 600 micras. Las lesiones del Grupo 3c afectan a una zona
similar del NPB como cabria esperar ya que se realizaron con los mismos pardmetros de
lesion (Figura 8c).

Discusion

Esta serie experimental demuestra que distintos subnicleos del Niicleo Parabraquial Lateral
(NPBL) podrian intervenir en el Aprendizaje Aversivo Gustativo (AAG) de <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>