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RESUMEN

Dentro del estudio de la neurofisiologfa del aprendizaje y la memoria, ha
sido ampliamente utilizado el modelo del condicionamiento aversivo a los sabores
(CAS), probablemente debido al conocimieno de los principales sustratos
anatémicos que le subyascen. Una estructura que parece ser fundamental en el
proceso de adquisicién de ésta conducta es la corteza insular (CI). Las lesiones de
esta estructura previas al aprendizaje producen en ratas una incapacidad de
ejecutar esta tarea. Similarmente, las lesiones inmediatamente después del
aprendizaje también las incapacitan en su ejecucién. Este efecto de las lesiones de la
CI también se observa para la tarea de prevencion pasiva (PP). Estos antecedentes
indican que la CI est4 involucrada en la adquisicién y en la consolidacién de ambas
tareas. En el primer experimento se propuso examinar la posibilidad de que la CI
estuviera involucrada ademés en la retencién y evocacién de estas tareas, mediante
la lesién dos dias después de la adquisicién, permitiendo asf la consolidacién antes
de lesionar. Se observé que los animales lesionados tuvieron deficiencias en ambas
tareas, comparado con un grupo control, lo que indica que esta estructura estd
involucrada en procesos de memoria a largo plazo (retencién y evocacién) para el
CAS y la PP. Por otro lado se ha reportado que los déficits producidos por las
lesiones de CI pueden ser revertidos con la implantacién de tejido fetal cerebral
suplementado con el péptido factor de crecimiento neuronal (FCN), a los quince
dias post-implante. El tejido fetal sin el suplemento, o el FCN solo, no inducen
recuperacion a este tiempo. Con el fin de observar los efectos de éstos implantes
sobre las deficiencias en la memoria a largo plazo para el CAS, animales con
lesiones de CI post-consolidacién recibieron implantes de tejido fetal cerebral
adicionado con FCN. Un segundo grupo recibi6 los implantes sin el factor, otro
recibi6 solo el factor, y otro sirvié de control de lesién solo con inyeccién de
vehiculo. Los resultados mostraron que los animales que recibieron tanto implantes
con el factor como sin él recuperaron la evocacién (recuerdo) del condicionamiento
al sabor adquirido previamente a la lesién, no asf los grupos que recibieron solo el
factor o el vehiculo. Sin embargo, solo el grupo de implante con factor pudo
aprender un nuevo CAS. Se concluye que la recuperacion de la capacidad de evocar
el CAS puede ser inducida mediante implantes de tejido fetal cerebral, y que esta
recuperacién es un proceso independiente de FCN, Asimismo, la CI es una
estructura involucrada tanto en los procesos de adquisiciéon como los de evocacion
del CAS y la PP. Se postulan dos posibles mecanismos por los cuales la coteza
insular pueda estar involucrada en estos procesos.



INTRODUCCION.

El ojetivo del trabajo que se presenta a continuacién es ampliar el
conocimiento que actualmente se tiene de las bases neurofisiolégicas del
aprendizaje y la memoria, particularmente en el modelo de la participacién que
tiene la estructura cerebral conocida como corteza insular en diversos
procedimientos de condicionamiento. Se pretende ademés aportar evidencias
experimentales a diversas hip6tesis sobre las bases fisiol6gicas de la memoria. El
presente trabajo se encuentra dividido en tres secciones principales que
corresponden a una seccién de antecedentes, una seccién experimental y una
seccién de discusion general y conclusiones.

La seccién de antecedentes describe el marco conceptual y tedrico en el que
se encuadra este trabajo, asf como las evidencias experimentales més relevantes en
las que se apoya; se encuentra a su vez dividido en seis capitulos cada uno
describiendo aspectos generales de los métodos y técnicas utilizadas a lo largo de
los experimentos. El capitulo 1 describe el marco conceptual en el que se
encuentran los presentes estudios y su respectiva discusién, asf como un breve
anélisis personal acerca del estudio de la memoria, a manera de justificacion
tedrica. El capftulo 2 es una descripcion del modelo del condicionamiento aversivo
a los sabores y de las peculiaridades de éste dentro de las teorfas del aprendizaje y
la memoria, asi como dos interpretaci6nes posibles relevantes al presente trabajo.
En el capitulo 3 se describe la anatomfa general y caracterfsticas funcionales de la

corteza insular de la rata, una estructura para la cual existe amplia evidencia de su



participacién en el condicionamiento aversivo a los sabores. Se describe a
continuaci6n en el capitulo 4 1a historia y estudios mds importantes de la técnica de
implantacion de tejido fetal cerebral en la recuperacién funcional y en el capitulo 5
la utilizacién del factor de crecimiento neuronal con ésta técnica y su relevancia en
los estudios de recuperacién funcional. Estos dos capitulos se incluyen dado que
en los experimentos realizados en éste trabajo se decidi6 utilizar estas técnicas para
obtener la informacion necesaria, por lo que se presentan para esclarecer el motivo
y el objetivo de utilizarlas. Finalmente en el capitulo 6 se describen los estudios que
en los 1iltimos afios se han realizado con el fin de dilucidar el papel que la corteza
insular desempeiia en diversos modelos de condicionamiento, con especial énfasis
en los que utilizaron las técnicas descritas en los capftulos anteriores; de tal manera
que éste capftulo conforma un apartado que describe los antecedentes directos al
presente trabajo.

En la seccién experimental se describen los dos experimentos realizados,
indicando los objetivos especificos de cada uno, asf como los materiales y métodos
utilizados, los resultados obtenidos y una discusién particular de los resultados de
cada experimento,

Finalmente se presenta una seccién de discusién general, en donde los
resultados de los dos experimentos son discutidos en conjunto en términos de las
implicaciones tedricas y conceptuales que se derivan de los resultados, ademés de

presentarse las conclusiones obtenidas.



ANTECEDENTES.



Capitulo 1.

Consideraciones Generales sobre la Neurofisiologia de la Memoria.

El aprendizaje y la memoria exhiben varios aspectos fenomenolégicos
diferentes de acuerdo al nivel de andlisis que el observador realice. El problema
puede ser atacado enfocdndose en conducta compleja e interaccién informética con
el medio ambiente, o en comunicacién interneuronal y relaciones entre estructuras
del sistema nervioso central, o bién, inclusive en procesamiento de sefiales y
transduccion al nivel celular o molecular. Sin embargo la estructura funcional de
un sistema {p.e. la memoria) puede concebirse como definida por el nimero y
propiedades de sus relaciones mutuas o conexiones. Un cambio en las relaciones
de entrada-salida de un sistema supone la alteracién de su estructura funcional,
aunque no todo cambio produce alteraciones generalizadas en el sistema, ya que la
misma relacién entrada-salida puede ser realizada por diferentes estructuras

funcionales.

La base fisica de éstas estructuras funcionales, que no necesariamente estdn
en la misma localizacién anatémica, son las células del sistema nervioso central
(SNCQC), principalmente las neuronas. La estructura funcional que conforma la
memoria debe, por tanto, tener ésta base fisica. El atribuir a la memoria

caracteristicas del sustrato neurofisiol6gico implica la localizacién de estructuras



neuronales cuya conectividad cambie, produciendo vfas neuronales nuevas con
mayor preferencia que en iiltima instancia representa el trazo de memoria, la base
material de la informacién almacenada. Esta sugerencia no debe excluir la
participacién de varias subestructuras diversas del sistema nervioso central; sin
embargo esta "localizacion distribuida del trazo de memoria” debe de distinguirse
de una "memoria distribuida”, dado que este tltimo concepto implicaria una
equipotencia.lidad de todas las estructuras del SNC para cualquier tarea de
memoria, lo cual ha sido descartado por estudios de los ultimos 50 afios. El
principio de equipotencialidad de 4rea postulado por Karl S. Lashley en su ya
clésico trabajo de 1950 dice que "...el trazo de memoria est4 localizado en todas
partes del dreqfuncional; que varias partes son equipotenciales para su
mantenimiento y activacién”. (p.301, el subrayado y traducci6n es nuestro). El
postulado limita la equipotencialidad al 4rea funcional especifica de cada trazo de
memoria, sin embargo excluye que el trazo se encuentre distribuido
homogéneamente en la corteza. Esta aclaracién es importante dado que en varias
ocasiones se ha citado erréneamente estos hallazgos como prueba de que es todo el
cerebro el que participa en el mismo grado en la formacién de la memoria. En
particular los trabajos de Lashley mostraron que un é4rea funcional del cerebro
involucrada en una tarea, por ejemplo la corteza visual en tareas espaciales, si era
lesionada en varias localizaciones dentro de ésta drea funcional, producfa un
déficit igual, independientemente del locus de la lesién dentro del 4rea. Sin
embargo, sf encontrd una correlacién positiva entre el tamafio de la lesién y el

grado de impedimento en la ejecucién de la tarea. Estudios mas recientes,



principalmente en el molusco aplysia (Kandel, 1987) y en el reflejo de la membrana
nictinante del conejo (Thompson, 1986), han puesto en tela de juicio este postulado
en su forma original, demostrando especificidad neuronal dentro de las areas
funcionales. En éstos trabajos se han podido mapear las vias de la formacién del
trazo de memoria neurona por neurona, mostrando que algunas de ellas son
indispensables en el proceso, por lo que un locus tan restringido como lo es la
neurona puede afectar la memoria, lo cual contradice al postulado de Lashley. Sin
embargo este postulado ha servido como principio para un sinntimero de estudios
sobre la neurofisiologfa de la memoria y parece conservarse salvo en los trabajos

mencionados. De ésta manera, la blisqueda de 4reas funcionales involucradas en

tareas especificas de memoria permanece mis como la regla y no la excepcién.

La sola identificacién de un area funcional necesaria para el mantenimiento
de un trazo de memoria no es suficiente para la cabal comprensién de los
mecanismos subyacentes a la formacién, retencién y evocacién del trazo. La
distincién comiinmente aceptada entre memoria de iargo plazo (MLP) y memoria
de corto plazo (MCP) deriva de los estudios clasicos de Ebbinghaus a fines del
siglo pasado, quien sugiri6 que después de que la informaci6n fuera almacenada
en la MCP, ciertos procesos dependientes del tiempo eran necesarios para
consolidar una trazo de memoria a largo plazo. También encontré que durante la
MCP y la consolidacién de la MLP el trazo era muy sensible a varias
intervenciones; pero cuando la memoria estaba consolidada, era relativamente

estable e insensible a disturbios. Numerosos estudios en animales usando



diferentes influencias experimentales confirman estas sugerencias y encontraron
de manera mis precisa el curso temporal de la MCP y de la consolidacién de la
MLP (Duncan, 1949; Flexner, Flexner y Steller, 1963; Mc Gaugh, 1966; Agranoff,

Davis, Casola y Lim, 1967; Flood, et al., 1986).

Rescorla y Holland en 1982, sefialaron un problema en el estudio de la
memoria que habfa sido descuidado por la gran mayorfa de las investigaciones: el
problema de la expresién del aprendizaje. La observacién de que en el
condicionamiento pavloviano la respuesta condicionada rara vez era idéntica a la
respuesta incondicionada, llevé a algunos autores (p.e. Rescorla, 1988) a postular
que la expresién o evocacién de las respuestas aprendidas era un proceso
relativamente independiente del aprendizaje. Ha existido un descuido histérico de
los temas de la expresién en el campo del aprendizaje animal. Ha habido por
mucho tiempo en nuestro campo una disposicién para tratar al aprendizaje como
inseparable de la respuesta usada para medirlo. Una interpretacién superficial de
la orientacién estimulo-respuesta de Thorndike contribuy6 en gran medida esta
distorsién, asf como del positivismo l6gico ortodoxo, opacando la distinci6n entre
los experimentos, que necesariamente miden una respuesta particular a un
estfmulo particular, y las interpretaciones teéricas de lo que es aprendido, y por
tanto del distinto proceso de evocacién. De tal manera que el proceso
tradicionalmente llamado aprendizaje, puede ser concebido como una suma de
varias fases consistentes en : a) Adquisici6n, o aprendizaje propiamente dicho, en

donde el organismo es expuesto a los cambios del medio fisico que constituyen los



estimulos que se asocian o son contingentes. b) Consolidacién, en donde se activan
mecanismos que permitan una cierta permanencia de la experiencia concreta
recién percibida. c)Retencién, un proceso pasivo o activo por medio del cual el
organismo es capaz de expresar en el tiempo los efectos del aprendizaje en varias
ocasiones; y d) Evocaci6n, expresién de conductas determinadas por experiencias
de aprendizaje anteriores (fig 1). Esta separacion en fases no ha sido explicitamente
marcada por la literatura y solo constituye una propuesta con la cual poder
formular preguntas concretas de investigacién. Se incluyen aquf de manera
explicita con el fin de dar mayor claridad a este trabajo en particular, aunque en la
mayorfa de los trabajos de neurofisiologfa del aprendizaje y la memoria se utilizan
diversos enfoques que no siempre son explicitos, o cada linea de investigacion

utiliza uno distinto.

Las tres primeras fases del continuo arriba descrito no son en realidad
observables, al menos en el estado actual de su estudio, sin embargo son inferibles
a partir de los diferentes efectos observados en la evocacién de la respuesta. Es de
notarse que en esta visién es posible aceptar, al menos en teoria, la posibilidad de
que un animal haya aprendido alguna asociacién de estimulos sin que lo haya
expresado. La aceptacion de esto es vital en el estudio neurofisiolégico de la
memoria dado que gran parte de las manipulaciones, tales como lesiones, se
realizan durante alguna o algunas de las fases inferidas y no necesariamente antes
del aprendizaje, ademés de resaltar el problema de que las manipulaciones

experimentales previas al aprendizaje pueden estar afectando solo alguna o



Tiempo

Corto Plazo l : Memoria a Largo Plazo

Figura 1. El continuo aprendizaje-evocacién. En el lado derecho se muestran la
adquisicién (presentacién de una contingencia de estimulos) y la
consolidacién (retencién por corto tiempo de ésta informacién, asf como la
transformacién a memoria de largo plazo), que son las dos etapas que
pertenecen a la memoria a corto plazo. A la izquierda se muestran la
retencién (mantener latente la capacidad de respuesta en el tiempo) y la
evocacién (la emisién de la respuesta ante los estimulos adecuados), ambas
etapas de la memoria a largo plazo.

algunas de éstas fases y no el proceso fntegro y total (para una revisién de este

problema, ver Spear, Miller y Jagielo, 1990).

Cada modelo conductual de aprendizaje y memoria puede ser revalorado
tomando en cuenta éstas cuatro fases, y el éxito de éste anilisis dependera en gran

medida de las caracterfsticas propias del modelo y no solo de la cantidad de

10.



evidencia experimental. Un modelo conductual que pone de manifiesto la
necesidad del replanteamiento del supuesto de que la conducta aprendida es una

sola unidad indivisible, es el condicionamiento aversivo a los sabores que se

revisaré en el siguiente capitulo.

1L



Capitulo 2.

El Condicionamiento Aversivo a los Sabores.

El condicionamiento aversivo a sabores es un paradigma que bésicamente
consiste en la presentacién de un sabor seguido por un malestar o
envenenamiento, lo cual produce que los animales eviten ingerir substancias que

tengan el sabor.

La descripcién hecha en 1955 por Garcia, Kimeldorf y Koelling de una
aversién condicionada a la sacarina inducida por exposicién a rayos gamma, no
solo caus6 gran interés por demostrar que la radiacién gamma podrfa constituir un
estimulo conductual, tomando en cuenta que antes de ello se consideraba
imperceptible, sino también por la peculiaridad de que bastaba un solo
apareamiento para producir una respuesta robusta. El problema se complic6 méas
cuando estudios posteriores demostraron que la aversién se continuaba
presentando atin cuando el intervalo entre la presentacion del sabor y del malestar
fuera de varias horas (Garcia y Koelling, 1966). Estas peculiaridades no pudieron
ser facilmente explicadas por el marco tebrico prevalente de aprendizaje y

memoria como se indica a continuacién.

12,



En el paradigma pavloviano, un estimulo (estmulo incondicionado, EI} que
elicita una respuesta (respuesta incondicionada, RI) es pareado con otro estimulo
(estimulo condicionado, EC) que no elicita la respuesta RI. Los dos estfmulos son
pareados de tal manera que sean contiguos y que el EC pueda proveer informacién
acerca del EI (Paviov, 1927/1994). El aprendizaje se puede inferir cuando la
presentaci6n del EC produce una respuesta similar a la RI, denominada respuesta

condicionada (RC).

Aunque se puede considerar al condicionamiento aversivo a los sabores
como una forma de condicionamiento clésico, no cae dentro del modelo de cuatro
variables arriba descrito. El estimulo gustativo puede identificarse como el EC,
dado que no produce una respuesta aversiva por sf mismo. El malestar puede
identificarse como el EI y la evitacién del sabor como la RC. No existe, sin
embargo, una RI claramente identificable. El condicionamiento aversivo al sabor
puede ocurrir sin una RI observable (Garcia, McGowan y Green, 1972).
Generalmente se ha aceptado conceptualizar a este paradigma con solo las tres
variables evidentes, sin embargo, se han postulado soluciones para obtener una

conceptualizacién més adecuada.

Una solucién al problema la postulé K.C. Chambers (1990) a partir de
diversos estudios en donde se analiza detalladamente la situacién de aprendizaje.
Los estimulos gustativos pueden elicitar respuestas conductuales antes de la

absorci6on del alimento ademés de las respuestas fisiologicas tales como salivacion

13.



y secrecién de insulina. Los sabores que presentan una preferencia, tales como
dulce, evocan respuestas de consumo incrementadas, y los sabores evitados, tales
como amargo, evocan respuestas de consumo decrementadas y evitacion del
comedero (Rozin, 1967). Respuestas conductuales a estimulos gustativos més
complejas han sido reportadas por Grill y Norgren (1978). Ante los estimulos
dulces los animales mostraban movimientos ritmicos de la mandfbula con
protusiones y retracciones de la lengua resultando en una mayor ingesta. Ante los
estfmulos amargos, en cambio, las protuciones de la lengua eran més largas y las
retracciones se llevaban a cabo con la mandfbula casi cerrada, lo que producia que
el liquido se vertiera fuera de la boca y, por ende, menor ingesta. Cuando los
animales sufren malestar después del consumo de una sustancia, producia las

conductas caracteristicas de un sabor amargo.

Se puede asf identificar una RI de aversién a sabores, aunque sigue el
problema de que esta RI no se presenta con la presentaciéon del EI; se puede
observar que el malestar altera la respuesta elicitada por el sabor. Aunque la
respuesta al EC es apropiada a la presentacion del EI en que el malestar
frecuentemente produce decrementos en el consumo, en el condicionamiento
aversivo al sabor el decremento no es general como en el caso del malestar, sino
especifico al EC. La RC no es similar a la respuesta elicitada por el EC antes del
condicionamiento, de hecho es opuesta. Consecuentemente el EI no actiia como el

elicitador de lo que serén las caracteristicas esenciales de la RC, sino que cambia la

14,



respuesta elicitada por el EC de una forma (ingestiva) a otra (aversiva) (Chamblers,

1990).

Una segunda aproximacién teérica para resolver el problema de las
peculiaridades del condicionamiento aversivo a los sabores fué propuesta
recientemente por el mismo Garcia (1990). En su propuesta hace una reevaluacién
del planteamiento pavloviano original (Pavlov, 1927/1994). En éste planteamiento
el estfmulo incondicionado juega un doble papel: En primer lugar es un estimulo a
ser asociado con otro, el EC, formando la diada EC-El. En segundo lugar se asocia
con un factor llamado retroalimentacién (RA) formando la dfada EI-RA. Elltimo
factor es una propuesta novedosa en teorfa del aprendizaje, que intenta llenar las
dos brechas teéricas destacadas por Skinner (1989) en donde afirma que en
cualquier descripcién conductual tiene dos brecﬁas: una entre la accién
estimuladora del ambiente y la respuesta del organismo, y otra entre las
consecuencias y el cambio conductual resultante. La solucién propuesta por
Skinner (1989) a estos dos vacios teéricos es no incluir su estudio a los analistas de
la conducta, y dejar el estudio de la “caja negra" a aquellos que tengan los métodos

y los instrumentos adecuados para su estudio, p.e. fisi6logicos.

En la propuesta de Garcfa (1990), el primer vacio tedrico corresponderia a la
diada EC-EI y el segundo vacio teérico seria el EI-RA. La retroalimentacién (RA)
consiste en todos los fenémenos fisiolégicos y neurales derivados de la

presentacién del EI, lo cual produce una transposicién del valor hed6nico que tenia

15.



el EI originalmente, en el caso del condicionamiento aversivo al sabor el estimulo
sépido es el EI (a diferencia de la propuesta anterior, en el que el sabor es el EC),
con una RI consumatoria; al presentarse después el malestar gastrico (RA) el sabor
sufre un cambio en su valor hedénico convirtiéndose de agradable a aversivo, de
tal manera que al volverse a presentar el sabor la RI habrd cambiado a una

evitacion (RC).

El enfoque EC-EI-RA implica que el estudio conductual no puede estar
asilado de su sustento fisiolégico lo que aporta una visién de mayor
interdisciplinaridad. La aceptacién de este punto de vista dentro de las
investigaciones sobre teorfa del aprendizaje es un punto que excede al enfoque del
presente trabajo, pero se tiene que admitir que ha sido un fundamento, implicito o
explicito, de un sinntimero de investigaciones en neurofisiologia de la conducta y
etologfa, avalado por una larga trayectoria de evidencia experimental (para una
revisién del origen e inclusién de ésta visi6n en la ciencia actual, véase Lubek y

Apfelbaum, 1987).

El modelo del condicionamiento aversivo a los sabores en particular ha sido
un valioso instrumento en el estudio de las bases neurofisiologicas de aprendizaje
y la memoria, probablemente debido a que las estructuras nerviosas involucradas
en esta conducta parecen estar bien definidas y localizadas (Kiefer, 1985),
facilitando asf aproximaciones que intentan dilucidar los mecanismos

involucrados. En particular el estudio de la participacién de la corteza insular de la
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rata en éste condicionamiento ha generado valiosas hip6tesis acerca de los
mecanismos de adquisicién, retencién y evocacién de repuestas condicionadas
complejas. A continuacién se presentard el estado actual del estudio de ésta

estructura cerebral.
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Capitulo 3.
La Corteza Insular de la Rata.

Una de las estructuras mas importantes que se han descrito para el CAS, es
la corteza insular. Esta estructura juega un papel de vital importancia en la
integracion neural del condicionamiento aversivo a los sabores, dada su posicién
anatomofuncional dentro de las estructuras involucradas en esta clase de

aprendizaje.

La anatomia del sentido del gusto ha sido uno de los que menos
informacién se ha recopilado, posiblemente por la dificultad que presenta el
estudio de los sentidos quimicos, y también debido a que hasta la segunda mitad
de éste siglo se le considera como un sentido de "lujo" con valor hedénico pero sin
gran valor adaptativo (Patton,1950). Tal visi6n ha sido puesta en tela de juicio
dado que las conductas consumatorias (tales como ingerir nutrietes y evitar

venenos) juegan un papel central en la sobrevivencia del organismo.

Los sustratos anatémicos que se han descrito hasta ahora para el sentido del
gusto comienzan con activacién de receptores linguales conectados principalmente
con los nervios craneales facial (VII) y glosofaringeo (IX) y en menor medida por el

par craneal vago (X). Estas fibras se conectan directamente con la porcién anterior
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del nuicleo del tracto solitario (NTS) en el tallo cerebral (Patton, 1950). A este nivel
ya estdn los mecanismos neurales suficientes para que exista una discriminacién
incondicionada de los sabores, demostrado por el hecho que ratas decerebradas
(con un corte transversal a través del puente, interrumpiendo a todas las fibras
ascendentes que salen del NTS) son capaces de mostrar reacciones de aceptacién-
rechazo a sabores y mostrando ademds un umbral normal al sabor (Grill y

Norgren, 1978).

Las fibras ascendentes que salen del NTS van principalmente al nicleo
parabraquial del puente, también conocido como area pontina del sabor; en donde
comienza a realizarse una cierta integracién de los sabores, mostrado por el hecho
de que la inactivacién temporal de éste nticleo no permiten el condicionamiento a
sabores pero sf su percepcion (Ivanova y Bures, 1990; Gallo y Bures, 1991). A partir
del niicleo parabraquial del puente las fibras pueden seguir una de dos vias (fig 2).
Uno de los grupos de fibras van a diversas estructuras de cerebro ventral tales
como la amfgdala central (que parece recibir fibras directamente del NTS) el
hipotélamo lateral distal y la substancia innominata (Norgren, 1974). El segundo
grupo de fibras se proyecta al nucleo ventromedial del tdlamo, muy cerca de la
regién lingual (Pfaffman, Frank y Norgren, 1979). A partir de los nicleos
taldmicos las fibras se proyectan hacia la neocorteza gustativa, concluyendo en la

corteza insular (4reas 13 y 14 de Brocca) (Kiefer, 1985).
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La asociacién que las vias descritas del gusto tienen con las vias viscerales
para producir el CAS se lleva a cabo desde el NTS, en donde llegan las fibras del
nervio craneal vago (X) que innervan a las visceras bajas. (Borison y Wang, 1953).

Existe una segunda vfa por la cual se puede inducir el proceso emético (nausea);

Figura 2. Principales comexiones de la corteza insular con otros nicleos del
cerebro. Abreviaturas: (NTS) nicleo del tracto solitario, (NPB) niicleo
parabraquial del puente, (CVT) complejo ventrobasal del tilamo, (ST) niicleo
subtaldmico, (HTL) hipotdlamo lateral, (A) amigdala y (CI) corteza insular.

la via sangufnea. En la pared ventral del cuarto ventriculo existe un nacleo
llamado érea postrema en el cual la barrera hematoencefélica es muy débil, por lo
que este nticleo es capaz de detectar sustancias tales como toxinas en la sangre e
inducir asi el vémito (Borrison y Wang, 1953). Estas dos vias parecen aportar de
manera independiente informacién suficiente para producir emesis. Por ejemplo, si

se administra una solucién de sulfato ciprico por intubacién del intestino
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contingentemente a un sabor, en ratas vagotomizadas subdiafragmalmente no hay
CAS pero no hay impedimento si son lesionadas en el drea postrema. De manera
inversa, si la solucién de sulfato ciprico se administra intravenosamente la lesion
vagal no tiene efecto y los animales lesionados en el drea postrema se hallan
impedidos para adquirir el CAS. (Coil y Norgren, 1981). Existen substancias tales
como el cloruro de litio (LiCl) que administradas intraperitonealmente parecen

actuar utilizando las dos vias descritas.

En 1955, Benjamin y Pfaffman describieron un &rea nerviosa cortical del
gusto en la rata, como un regién de aproximadamente 1x3 mm de corteza
atravezado por la arteria cerebral media y adyascente a, pero distinguiblemente
arriba del surco rinal. En base a las relaciones establecidas entre esta 4rea y el
nucleo ventrobasal del tdlamo, un criterio neuroanatémico cldsico de "neocorteza
sensorial” fué aplicado al &rea gustativa, Yamamoto, Yayama y Kawamura (1981)
identificaron en un &rea denominada neocorteza gustativa, células responsivas al
tacto, estimulacion termal y gusto en la lengua de ratas, identificando que las
responsivas al gusto se concentraban mayormente en la regién ventral del 4rea
descrita, en la estructura denominada cortez insular. Anteriormente a esto
Norgren y Wolf (1975) localizaron que la mayorfa de las neuronas gustativas del
nucleo ventral posterior del talamo proyectaban ademés a esta estructura, por la

que la corteza insular se considera la proyeccién cortical del gusto.
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Braun, Lasiter y Kiefer (1982) mostraron que el papel que juega el 4rea
cortical del gusto en la percepci6n sensorial es diferente al que se ha observado
para las otras modalidades sensoriales, cuya lesién impedimenta al organismo
para la percepcién. En el caso del area cortical gustativa, como lo sugerfan los
estudios mencionados de Grill y Norgren (1978), la ablacién de ésta estructura no
produce déficits en la percepcién gruesa de los sabores, y sus correspondientes
respuestas incondicionadas de aceptacién-rechazo; aunque parece haber una leve
disminucién en la capacidad de discriminacién fina entre dos concentraciones de

una solucién s4pida.

Uno de los resultados més llamativos dentro del estudio de la funcionalidad
de cualquier estructura cerebral, es la capacidad de recuperar su funcién a través
del transplante de tejido fetal cerebral, si ésta estructura se encuentra lesionada. El
caso de la corteza insular se halla en ésta situaci6n, por lo que la utilizacién de ésta
técnica puede ser fuente de mayor evidencia que acerque més al entendimiento del

aprendizaje y la memoria desde el punto de vista neurofisiologico.
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Capitulo 4.
Los Implantes de Tejido Cerebral.

La técnica de transplantacion de 6rganos ha sido estudiada desde hace mas
de un siglo, inclutdo el tejido nervioso. Esta técnica no solo aporta una manera més
de combatir patologfas, mediante la implantacién de un 6rgano sano en lugar de
uno deficiente, sino que ademés aporta una gran cantidad de informaci6n acerca
del funcionamiento (normal y anormal) del érgano involucrado, siendo asf un
método utilizado frecuentemente en la investigacion bésica. En el caso de los
tejidos cerebrales, los primeros trabajos en transplantes (ver Tabla I} se limitaron a
describir la capacidad de éstos para mostrar supervivencia en el nuevo medio, con

resultados desiguales y dificilmente reproducibles.

En 1969 apareci6 un trabajo de Raisman que aport6 evidencias de que el
tejido cerebral en el septum desaferentado presentaba crecimiento y formacién de
nuevas fibras en las células, lo que produjo que se reconsiderase la posibilidad de
que el tejido del sistema nervioso central tuviera capacidad regenerativa. Antes de
ésta fecha, el tejido nervioso de los mamiferos era considerado como una
estructura estética y por lo tanto incapaz de una regeneracién, o de un crecimiento
en etapas posteriores a etapas tempranas del desarollo; esto implicaba que el dafio

en el sistema nervioso central era anatémicamente irreversible, aunque si existia
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alguna evidencia de recuperacién conductual, pero ésta era atribufda al desarrollo
de una hipersensibilidad de las neuronas restantes o a la utilizacién de vias
alternas (Teuber, 1974). En la visién actual es ampliamente aceptado que el tejido
nervioso tiene procesos que promueven la recuperacién funcional, después del
dafio a alguna estructura del sistema. En algunas ocasiones la recuperacién no se
d4 por sf misma, pero puede ser inducida o acelerada mediante la adici6n de
algdn tratamiento a la regi6n dafiada, en éstos casos los transplantes han

mostrado una gran utilidad (Dunnet y Bjérklund, 1987).

Después de la primera década de estudios sobre transplantes de tejido
cerebral, surgieron una serie de preceptos que describen las condiciones en las
cuales los transplantes pueden ser capaces de inducir recuperacion funcional
(Steveni, Bjérklund y Svengaard, 1976). En breve, el tejido del sistema nervioso
central solo es viable como transplante cuando el donador esta en desarrollo, y
mejor si es embrionario. Parece ser que existe un tiempo Ifmite de desarrollo
durante el cual debe obtenerse el tejido transplantado. Este tiempo difiere para
cada poblacién de neuronas, y parece corresponder al final de la mitosis, (Seiger,
1985). Aunque Jeager y Lund (1980) consideran que el éxito del transplante
depende de la capacidad proliferativa de las células del donador. Es necesario
seleccionar el sitio del transplante en el huésped. Debe estar altamente
vascularizado y proveer de soporte y rdpida incorporacién con vasos y circulacién
del fluido cerebroespinal del huésped. Existen cavidades naturales. como los

ventriculos, la ¢cdmara anterior del 0jo, que llenan estos requisitos.
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Tabla L Cronelogia de los estudios mds relevantes en transplantes de tejido hacia el

cerebro (Modificada de Bjéirklund y Sieveni, 1985).

W.G. Thompson (EUA)

Primer intento de transplante de

1890
tejido adulto a la corteza cerebral del
gato y del perro.

1907 G. del Conte (Italia) Intento de transplante de tejido
embionario no cerebral de perros
adultos.

1911 F. Tello (Espafia) Primer transplante exitoso de tejido
nervioso periférico a la corteza
cerebral, en conejo.

1917 E. Dunn (EUA) Primer transplante exitoso de corteza
cerebral de una rata neonatal a la
corteza de otra neonatal (el
transplante mostré cierta laminacion).

1940 W.E. Le Gross Clark Primer transplante exitoso de tejido

(Inglaterra) cortical fetal a corteza de neonatos, en
congjo y enrata.

1961 R. Alvarez-Buylla (México) Primer transplante de gl4ndula
suprarrenal en la silla turca de perro,

_previa extraccién de la hipéfisis.
1970 L. Olson, et al. (Suecia) Primeros transplantes exitosos de
G.D. Das, etal. (EUA) tejido fetal en diversas dreas del SNC
A. Bjérklund, et al. (Suecia) de ratas y conejos adultos.

1980 W. Freed (EUA) Primer transplante de médula adrenal
al ventrfculo lateral con recuperacién
funcional, en ratas.

1984 O. Olson, et al. (Suecia) Primeros transplantes de médula

1986 1. Madrazo, et al. (México) adrenal al cerebro humano.

1985-»  Varios autores Biologfa molecular aplicada en

transplantes cerebrales.
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Alternativamente, se puede elaborar artificialmente una cavidad que reciba al
implante; esfa cavidad se revasculariza al cabo de un tiempo (generalmente en 15
dfas) y constituye un sitio adecuado para sostener el crecimiento del tejido, ya que
los vasos sangufneos que recubren la cavidad dotardn al transplante con el aporte
sanguineo necesario para su supervivencia (Stenevi et al,, 1976). Las reacciones
inmunolégicas desencadenadas por los transplantes no afectan el desarrollo de los
mismos, esto es, el cerebro huésped acepta al tejido extratio a diferencia de lo que
ocurre con transplantes de cualquier otro 6rgano (Stenevi et al,, 1976}. El concepto
del cerebro como un sitio "inmunol6égicamente privilegiado”, cuyo origen se
remonta a los trabajos de principios de siglo de Shirai (1921/1985), se sabe hoy en
dfa que es parcial (Freed, Dymecki, Poltorak y Rogers, 1988). En algunos casos en
el que el donador y el receptor son de diferente especie, se puede observar rechazo
del tejido y solamente con la utilizacién de drogas inmunosupresoras es posible
evitar tal fenémeno (Brundin, Nilsson, Gage y Bjorklund, 1985). Los tres preceptos
bésicos anteriores publicados por Stenevi et al. en 1976, han sido confirmados por
innumerables trabajos que se han elaborado hasta ahora. Asf, se han desarrollado
una serie de técnicas para transplantar tejido cerebral y estudiado las condiciones
necesarias tendientes a optimizarlas. (para una revisi6n exhaustiva ver Bjorklund y

Stenevi, 1984, 1985).

De estos trabajos, podemos resumir que el crecimiento y organizacién

intrinseca del tejido transplantado en el SNC puede variar en funcién de una gran
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variedad de parametros: diferencias en el proceso de diseccién, en el volumen de
tejido transplantado, en el estadio de diferenciacién en el que se encuentran sus

células y en las propiedades del sitio donde et tejido sera colocado.

Ademas de los estudios relacionados con la supervivencia y el desarrollo de
los transplantes, estos han sido analizados desde otro punto de vista: su
funcionalidad. La estrecha relacién existente entre el hospedero y el transplante se
manifiesta funcionalmente en la conducta del animal receptor de diversas
maneras. Una gran cantidad de modelos de estudio han revelado diversos
mecanismos mediante los cuales es posible que los transplantes modifiquen la
conducta del animal receptor (Dunnet y Bjorklund, 1987; Bjérklund et al., 1987;

Freed, Medinaceli y Wyatt, 1985; Cotman y Kesslak, 1988).

Durante mucho tiempo se pensé que los transplantes promovian la
recuperacion conductual restaurando los circuitos dafiados, pero esto no ocurre
necesariamente para todos los modelos. Los transplantes pueden actuar en
diferentes niveles para estimular la recuperacion funcional. Por cjemplo, los
tranplantes no s6lo pueden reconectar la circuiterfa interrumpida, sino que
también pueden proveer de los neurotransmisores faltantes para facilitar la
operacién de los circuitos existentes; también pueden estimular la vascularizacion,
remover sustancias téxicas o promover la sobrevivencia y el crecimiento por medio

de interacciones neurotrdficas entre el huésped y el transplante.
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Para entender los mecanismos involucrados en la recuperacién, deben ser
evaluadas cada una de estas contribuciones. En general se postulan tres tipos de
mecanismos, no excluyentes uno del otro y de los que hay gran cantidad de

evidencias

-Reestablecimiento de conexiones: diversos autores han observado una integracion
completa del transplante y el huésped por medio del establecimiento de
conexiones recfprocas entre ambos. (Wictorin, Simerly, Isacson y Bjérklund,
1989). Se ha encontrado que las reconexiones se efectian de manera precisa
cuando se utiliza un receptor en desarrollo que haya sido deaferentado por
medio de una lesién, aunque la reconectividad recfproca puede observarse
también en hospederos adultos (Dunnet y Bjérklund, 1987). Otro aspecto de la
reconectividad es la accién que ejercen las proyecciones del transplante hacia el
hospedero. Al respecto, la liberacién de neurotransmisor tonica y autorregulada
de la neurona presiniptica (del transplante), puede ser suficiente para que las
neuronas postsindpticas sean nuevamente funcionales (Bjorklund et al., 1987;

Dunnett y Bjérklund, 1987; Freed et al., 1985).

-Interacciones tréficas: se conoce que los transplantes cerebrales contienen factores
tréficos, los cuales pueden actuar in vitro promoviendo la supervivencia de las
células nerviosas, el crecimiento de neuritas asf como la diferenciacién de
neuronas periféricas y del SNC. (Cotman y Kesslak, 1988). Algunos autores

sugieren que ciertos tipos de factores tréficos (como los que promueven la
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supervivencia) se producen como consecuencia de una lesion y que éstos
contribuyen a la supervivencia y el crecimiento de los transplantes (Nieto-
Sampedro y Cotman, 1986). Parece ser que el cerebro responde al dafio
produciendo factores tréficos, lo que incrementa la supervivencia neuronal y
promueve el crecimiento de neuritas (Cotman y Nieto-Sampedro, 1984); ésta
actividad es mayor en las dreas que rodean a la lesi6n, pero inclusive puede ser
muy alta en dreas denervadas distantes a la lesi6n; por ejemplo, la actividad
tréfica inducida por la lesién de la porcién retrohipocampal, promueve la
supervivencia de los transplantes colinérgicos estriatales (Manthorpe et al.,
1983} o por la inyecci6n de extractos de cerebro lesionado. Ain més, la lesion
especifica de un sitio del cerebro puede producir factores que beneficien més a

unas células que a otras (Gibbs etal., 1986).

-Liberacién de hormonas o de neurotransmisores: se ha postulado que las células
que componen al transplante liberan factores humorales hacia el hospedero
(neurotransmisores u hormonas) y que las neuronas sensibles a las moléculas
expulsadas recuperan su actividad. Por ejemplo, los transplantes
intraventriculares del 4rea predptica, que contienen altas cantidades de
hormona liberadora de gonadotropinas, son capaces de establecer funciones
gonadales normales en sujetos con deficiencias genéticas en la produccién de tal
hormona (Gibson y Krieger, 1985). Por otro lado algunos autores han reportado
la recuperacitn del control motor de ratas con lesiones en el sistema nigro-

estriatal, debido a transplantes de sustancia nigra o de células de la médula
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adrenal, las cuales se piensa que ejercen su accién por medio de la liberacién de

dopamina (Dunnett, Isacson, Sirinathsinghi, Clarke y Bjorklund, 1988).

La recuperacién funcional observada en los distintos modelos no puede ser
explicada por uno sélo de los mecanismos descritos anteriormente. De hecho en la
mayorfa, si no es que en todos los casos, el reestablecimiento de una funcién, es el
resultado de la accién de varios factores. La importancia de cada factor en la
recuperacién funcional dependeré en ultima instancia, del modelo experimental
que se esté abordando. Dentro de éstos factores, recientemente ha destacado el
papel del factor de crecimiento neuronal, no solo por su efecto sobre células
transplantadas, sino por su capacidad de producir recuperacién anatémica y
funcional de lesiones. Estudios realizados utilizando el modelo del
condicionamiento aversivo a los sabores y la corteza insular, han mostrado una
participacién de éste factor en la recuperacién (Escobar, Russell, Booth y
Bermidez-Rattoni, en prensa). Por lo que cabe una entrada al respecto de éste

factor neurotréfico.
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Capitulo 5.

El Factor de Crecimiento Neuronal,

El sistema nervioso central se caracteriza por ser una estructura en la cual se
halla una gran diversidad celular, particularmente en los mamfferos. El origen de
esta diversidad, que es el sustento de sus funciones, es debida a diversos
fenémenos que ocurren principalmente en etapas tempranas del desarrollo, pero
que contindan presentdndose atn en el animal adulto. Los mecanismos
propuestos que subyacen a la diferenciacién son la proliferaciéon celular, que
determina el nimero de células que el sistema tendr4; el crecimiento celular,
encargado de la definicion de la funcién que tendré una célula; la diferenciacién
celular, que permite que células que tienen un mismo origen puedan
eventualmente realizar funciones diferentes; la migracién, que define la posicién
anatémica de las diferentes células que cada estructura tendr4; y por ultimo la
formacion de sindpsis o de comunicacién intercelular, que es la que en iltima

instancia determina la funcién de cada célula dentro de todo el sistema.

Los mecanismos arriba propuestos dependen de la comunicacién celular,
que en el caso del SNC se lleva a cabo principalmente por mediadores quimicos,
tales como los neurotransmisores. Existen ademds de los neurotransmisores una

gran variedad de moléculas encargadas de la comunicacién celular, entre los
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cuales son de notar los factores tréficos o también denominados factores
neurotréficos. LosA factores neurotréficos se han definido como péptidos o
protefnas cai:aces de controlar la sobrevivencia, el crecimiento y las capacidades
funcionales de poblaciones especfficas de neuronas (Varon, Hagg, Vahlsing y
Manthorpe, 1989). El término tréfico proviene de la primera idea de que éstos
factores servian como "alimento” (trofos=comida) para el sustento de las células,
aunque ahora se sabe que en realidad realizan funciones metabélicas muy diversas
e intrincadas que poco tienen que ver con el consumo de productos energéticos. A
partir de los diversos estudios que se han realizado, se ha postulado la hipétesis
neurotréfica del SNC (Hefti, 1986; Varon et al.,, 1989), que seiiala que las neuronas
del SNC adulto dependen de factores neurotréficos para su mantenimiento,
funcién y reparacién, por lo que deficiencias de factores neurotréficos endégenos
ocasionan disfuncién, hipotrofia y degeneracién. La administracién exégena de
factores neurotréficos previene, o inclusive corrige los dafios producidos por

lesiones degenerativas o trauméticas.

El estudio de los factores tréficos se remonta a 1951, cuando Rita Levi-
Montalcini y Victor Hamburger observaron que ciertos tumores de ratén
implantados en embriones de pollo producfan un factor difusible que causaba un
notable crecimiento de los ganglios simp4ticos y sensoriales del sistema nervioso
periférico, ademds las neuronas de estos ganglios presentaban una emisi6n

incrementada de neuritas y procesos (Levi-Montalcini y Hamburger, 1953). Este
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factor defusible fue posteriormente identificado como un polipéptido bioactivo y

fue llamado factor de crecimiento neuronal (FCN).

El papel que juega en FCN sobre la recuperacion del sistema nervioso ha
sidé ampliamente estudiado, encontrdndose amplia evidencia de que la
produccién de FCN en regiones especificas de la periferia determina la densidad
de inervaci6n por neuronas del sistema nervioso periférico sensibles a FCN
(Thoenen y Barde, 1980). De manera més reciente se ha demostrado que el FCN
incrementa la capacidad de recuperacién de areas del SNC lesionadas e induce un
incremento en la sintesis de colinacetil-transferasa, que es la enzima encargada de
la sintesis del neurotransmisor acetilcolina, en algunas estructuras del SNC como
son el cerebro basal y el hipocampo (Korsching, Auburger, Heuman, Scott y
Theonen, 1985; Gage y Buzaki, 1986). Estudios farmacol6gicos han sugerido de
manera continua que la acetilcolina estd involucrada en un gran nimero de
funciones cerebrales, y es de notar que ademés en las bases neurofisiolégicas del

aprendizaje y la memoria.

En la literatura que ha aparecido en los tltimos 15 afios acerca de los
mecanismos de recuperacién inducidos por injertos cerebrales, la presencia y
actividad de factores tréficos han sido sefialados como ce vital importancia para la
reconexién implante-huesped. Nieto-Sampedro y Cotman (1986} sugieren que
ciertos factores neurotréficos especificos incrementan su disponibilidad tras una

lesi6n, contribuyendo en consecuencia a la sobrevivencia y crecimiento de los
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implantes. Asf, aparentemente el cerebro responde al dafio produciendo factores
tréficos que incrementan la sobrevivencia celular y promueven el crecimiento de

neuritas.

En el 4mbito de los implantes de tejido cerebral fetal, Toniolo, Dunnet, Hefti
y Will (1985} encontraron que el FCN incrementa la actividad de la colinacetil-
transferasa en las neuronas colinérgicas (que contienen acetilcolina) transplantadas
en el hipocampo desaferentado, pero no tiene efectos sobre los implantes
colocados en el hipocampo intacto. El implante de gldndula sublingual de ratén
(tejido rico en FCN) en la fimbria-fornix previamente lesionada, tiene efectos
tr6ficos sobre las neuronas colinérgicas axotomizadas (Springer, Collier, Notte'zr,
Loy y Sladek, 1988). Algunas lineas celulares derivadas de la transformacién
genética de fibroblastos de ratén de tal manera que sintetizen y secreten FCN, al
ser implantadas pueden servir como fuentes continuas de FCN, ejerciendo efectos
positivos sobre las internuronas colinérgicas presentes en la corteza (Ernforns,
Henschen, Olson y Persson, 1989). Ademés el implante de fibroblastos
genéticamente manipulados para producir FCN ha probado tener efectos
protectores sobre los trastornos neurotéxicos que originan neurotoxinas tales como
el 4cido quinolinico y el quiscualato en diferentes areas del SNC (Piccardo,

Maysinger y Cuello, 1992).

Como se ha mencionado, estudios realizados en nuestro laboratorio han

demostrado que injertos de tejido homot6pico en la corteza insular lesionada de
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ratas, promueve la recuperacion de la habilidad de adquirir un condicionamiento
aversivo a un sabor (Bermidez-Rattoni, Ferndndez, Sanchez, Aguilar-Roblero y
Drucker-Colin, 1987), esta recuperacion se presenta hasta los 45 dfas post-implante,
pero no se observa una recuperacién ni a los 15 ni 30 dfas post-transplante
(Ferndndez-Ruiz et al., 1991). Sin embargo, si el implante se realiza en combinacién
con FCN se puede observar una recuperacion inclusive a los 15 dfas post implante
(Bermuiidez-Rattoni et al., 1992). Este aceleramiento de la recuperacién es especifica
para tejido homotépico, ya que implantes de Gelfoam, una esponja orgénica
reabsorvible, embebido en el FCN no producen recuperacién ni tampoco implantes
de tejido embrionario tomado de corteza occipital con FCN; ninguna de éstas dos
técnicas parecen producir recuperacién en los tiempos medidos, ni tampoco a los
130 dfas, en donde todas las variantes de implantacién descritas arriba tienen una
reversién y resultan en deficiencias (Escobar, Ormsby, Jiménez y Bermiidez-

Rattoni, 1993).
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Capitulo 6.

El Papel de la Corteza Insular en el Aprendizaje y la Memoria,

Dentro de las conexiones que pudieran ser importantes en el procesamiento
de la memoria estdn las del sistema limbico; p.e., la amigdala, el niicleo
dorsomedial del tdlamo y la corteza prefrontal (Krushel y van der Kooy, 1988).
Existe gran evidencia que la amigdala estd particularmente involucrada en la
influencias modulatorias de la memoria de aversiones {(McGaugh, Introini-
Collinson, Nagahara, Cahill, Brioni y Castellano, 1990). Ademé4s existe evidencia
de que la amigdala y la CI estdn funcional y anatémicamente interconectados
(Escobar, Fernandez, Guevara-Aguilar y Bermidez-Rattoni, 1989). Se ha sugerido
que las proyecciones corticales a la amigdala, incluyendo los de la CI, reciben e
integran informacién de los estimulos 1a cual es entonces procesada con procesos

emocionales y motivacionales (Pascoe y Kapp, 1987).

Varios estudios han demostrado que el 4rea de la corteza insular (CI) est4
involucrada en la mediacién de aspectos condicionados de la respuesta al gusto
(Ormsby, Pifia y Bermiidez-Rattoni, 1991), pero no estd involucrado en las
respuestas hedénicas a los sabores. Ratas que son lesionadas en la CI presentan
impedimentos en la adquisicién y retencién de aversiones condicionadas al sabor

(CAS). Esto es, cuando las lesiones de la CI se realizan ya sea antes o después de la

36,



adquisicién del CAS los animales no mostrardn aversion al sabor. Sin embargo, las
respuestas hed6nicas de las ratas lesionadas parecen ser normales: Tal como las
ratas normales, ratas lesionadas en la CI prefieren sabores dulces como la sacarosa
y bajas concentraciones de salina sobre agua sola, y rechazan soluciones amargas

como quinina y acidificadas. (Braun, Lasiter y Kiefer, 1982).

La técnica de los transplantes cerebrales ha sido extensamente utilizada para
producir recuperacion funcional conductual después de lesiones del cerebro adulto
de los mamiferos. Asf, se ha establecido que las neuronas transplantadas pueden
diferenciarse y hacer conexiones con el cerebro hospedero (Bjorklund y Steveni,
1985; Dunnet, Ryan, Levin, Reynolds y Bunch, 1987). Se ha demostrado que
transplantes de tejido fetal cerebral puden producir una recuperacién significativa
en la habilidad de ratas lesionadas en la CI para adquirir un CAS (Bermiidez-
Rattoni et al., 1987). La posibilidad de recuperacién esponténea fué exclufda, dado
que los animales con lesiones de CI que no recibieron transplantes no pudieron
adquirir el CAS inclusive a 8 semanas después de que el transplante se habfa
administrado a los otros grupos, atin con dos sesiones de adquisicién. En contraste,
animales con lesiones de la amigdala mostraron una recuperacién esponténea ocho
semanas después de inducida la lesién. Una posible explicacién, es que para la
aversién condicionada al sabor Ia CI pudiera ser una regi6n de almacenamiento
permanente, en cambio la amigdala pudiera solo servir para influenciar un paso
inicial en el almacenamiento del CAS (Bermudez-Rattoni et al., 1987), Esto es

apoyado por el hecho de que lesiones quimicas de la amfgdala, inducidas por

37.



microinyecciones de N-metil-D-Aspartato, las cuales se sabe dejan intactas las
fibras de paso, no afectaron la adquisicién del CAS, en donde lesiones similares de
la CI tienen fuertes efectos disruptivos del CAS (Bermidez-Rattoni y McGaugh,

1991),

Los experimentos que involucran transplantes mencionados arriba, fueron
hechos con tiempos de espera largos (60 dias) entre la implantacion y el periodo de
entrenamiento post-implante. Un estudio posterior se dedicé a la obervacién de la
recuperacién funcional en diferentes tiempos (Fernindez-Ruiz, Escobar, Pifia,
Dfaz-Cintra, Cintra-McGlone y Bermudez-Rattoni, 1991). En este estudio se
utilizaron ratas lesionadas en Ia CI que mostraban impedimento en la capacidad de
adquirir el CAS, los animales recibieron transplantes de tejido fetal tomados de la
4rea correspondiente de la CI (homot6picos) y reentrenados a los 15, 30, 45 y 60
dfas después del transplante. Los resultados conductuales mostraron una
recuperacion casi completa a los 60 dias, una recuperacién moderada a los 30 y 45
dias, y casi ninguna recuperacién a los 15 dfas post-transplante, Métodos
histoqufmicos utilizando el trazador retrégrado Peroxidasa de Rébano revelaron
que a los 15 dias no habfan células marcadas con la peroxidasa ni el el nicleo
ventrobasal del tilamo ni en la amigdala. A los 30, 45 y 60 dfas post-transplante se
observé un niimero cada vez lmayor de conexiones con el tdlamo y la amigdala, lo
que es congruente con estudios anteriores en donde se demuestra que la
conectividad con éstos niicleos es importante para la recuperacién inducida por

transplantes (Escobar et al., 1989). Sin embargo, diversos autores han sugerido que
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la integridad estructural y morfol6gica de los transplantes puedg no ser esencial
para la recuperacién conductual después de lesiones cerebrales, adjudicando la
recuperaciéﬁ,a liberaci6én de factores humorales y factores neurotréficos que
reactiven la funcién neural (Dunnet y Bjorklund, 1987; Pifia, Ormsby y Bermiidez-

Rattoni, 1994).

Respecto a la recuperacién de factores humorales difusibles, tales como los
neurotransmisores, se ha demostrado que rebanadas de Cl in vifro son capaces de
liberar los neurotransmisores dcido g-amino-butfrico (GABA), acetilcolina y
glutamato, pero no dopamina, asimismo se encontré que éstas rebanadas
contenfan cantidadaes significativas de las enzimas encargadas de la sintesis del
glutamato y de la sintesis y degradacién de la acetilcolina (Lépez-Garcfa,
Ferndndez-Ruiz, Bermidez-Rattoni y Tapia, 1990). Al respecto, anélisis
bioguimicos demostraron que los transplantes de CI son capaces de liberar GABA,
acetilcolina y glutamato en respuesta a una corriente despolarizante. En contraste,
transplantes de corteza occipital liberaban GABA y glutamato pero no acetilcolina,
correlacionandose con estudios en donde los transplantes de corteza occipital no
son capaces de indﬁcir recuperacion de la conducta del CAS (Escobar et al., 1989).
Estos resultados, tomados en conjunto, sugieren que la transmisi6n colinérgica es
;xmportante para el CAS y que la acetilcolina pudiera jugar un papel importante en
la recuperacién conductual mediada por transplantes (Pifia, Ormsby, Jiménez,

Tapia y Bermiidez-Rattond, 1994).
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Las implicaciones de esta serie de experimentos con transplantes es que,
para la CI, la recuperaciéon funcional estd relacionada con la maduracién
morfolégica y la actividad colinérgica del transplante. Se ha reportado que el factor
de crecimiento neuronal (FCN) produce una regeneracién y una penetracién
significativas de axones colinérgicos en la formacién hipocampal (Gage, 1990),
ademds de que ratas viejas, que tienen una disminucion generalizada de los niveles
de acetilcolina e impedimentos funcionales, que recibieron infusiones
intracerebrales constantes de FCN, mejoraron drasticamente después de unas
semanas de tratamiento {(Gage y Bjorkiund, 1986). En un experimento para evaluar
el papel del FCN sobre la habilidad de adquisicion de CAS inducida por
transplantes, varios grupos de ratas que mostraban una disrupcién en la habilidad
para aprender aversiones al sabor, debido a lesiones electroliticas de la CI, fueron
implantados como sigue: un grupo recibié Gelfoam (Una esponja fisiologica
reabsorvible) con FCN, otro recibi6 transplantes de CI fetal con FCN, un tercer
grupo recibié Gelfoam con el vehfculo en el que se diluitia el FCN y un grupo que
recibio los transplantes de CI fetal con vehfculo. Un grupo extra fué utilizado como
un control sin operacién, Todos los grupos mencionados fueron divididos a su vez
en tres subgrupos que fueron reentrenados en el CAS a los 15, 30 y 60 dfas post-
transplante, respectivamente. Los resultados conductuales mostraron que los
grupos controles presentaron aversiones robustas en los tres tiempos post-
transplante. El grupo con transplante cortical con FCN mostté una recuperacién
significativa en la habilidad para adquirir aversiones al sabor en los tres tiempos

post-transplante comparado con los controles. El grupo con transplantes corticales
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con vehfculo (sin el FCN) no mostraron recuperacién a los 15 dfas post-transplante,
y recuperé parcialmente a los 30 dfas y totalmente a los 60 dfas. Los grupos que
recibieron Gelfoam con FCN y sin el factor no mostraron recuperacién alguna en
ninguno de los 3 tiempos post-transplante examinados, al ser comparados con los
controles. Estos resultados indican que la aplicacion del factor de crecimiento
neuronal acelera la habilidad de adquirir aversiones al sabor a 15 dias post-

transplante (Bermtidez-Rattoni et al. 1992).

Esta serie de resultados muestran claramente que la aplicacién del FCN con
transplantes de corteza insular acelera la recuperacién de el condicionamiento
aversivo a los sabores con lesiones preadquisicién. Es importante notar que
estudios previos habfan mostrado que en ausencia de FCN los transplantes de CI
solo comienzan a inducir recuperacién hasta los 30 dfas después de la

implantacién, por lo que los efectos del FCN parecen acelerar la recuperaci6n.

Hasta hace poco tiempo, estudios que investigaban el papel de la Ci en
procesos de aprendizaje y memoria se enfocaban principalmente en la
representacién sdpida y visceral, particularmente en el CAS (Bermudez-Rattoni,
Férnandez y Escobar, 1989, Lasiter y Glanzman, 1985, Garcia, Lasiter, Bermiudez-
Rattoni y Deems, 1985). En una reciente serie de experimentos se examind el efecto
de lesiones de ya sea la amigdala o la corteza insular inducidas por microinyeccién
del N-metil-D-Aspartato (NMDA) sobre la adquisicién de la conducta de

prevencién pasiva, que consiste en la aplicacién de un choque eléctrico a un animal
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cuando este cruza de un compartimento claro a uno oscuro, lo que produce que el
animal evite reentrar al compartimento oscuro, asf como del condicionamiento
aversivo a los sabores. Cabe mencionar que las lesiones inducidas por NMDA
tienen la propiedad de lesionar preferencialmente los cuerpos celulares dejando la
mayorfa de las fibras de paso intactas (Jonsson, 1980), lo que permite que los
efectos observados puedan ser atribuidos con mayor seguridad a funciones
especificas del drea lesionada. Los resultados mostraron que lesiones de CI, pero
no lesiones de la amigdala, producfan deficiencias en la adquisicién del CAS.
Inesperadamente los animales con lesiones de CI también eran incapaces de
adquirir la respuesta de prevencién pasiva, la cual, como era esperado, fué
aféctada por lesiones amigdalinas. Estos resultados constituyen la prirmera
- demostracién de que la CI estd involucrada en la mediacién de la representacién
de memoria de estfmulos extero-nociceptivos asi como viscerales. Tales efectos
pudieran ser mediados por conexiones reciprocas de la CI con la amfgdala

(Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991).

Otra serie de experimentos han utilizado la técnica de lesiones reversibles
mediante la aplicécién de el bloqueador neural tetrodotoxina (TTX). La TTX actia
mediante el bloqueo selectivo de canales de sodio sensibles a voltaje de las
neuronas, lo cual impide que haya potenciales de accién en éstas, desacopléndose
del canal en unas cuantas horas, restaurando la funcién normal. En éstos
experimentos (Bermiidez-Rattoni, Introini-Collinson y McGaugh, 1991) la TTX fué

aplicada a la corteza insular, asf como a otras regiones cerebrales, antes o después

42,



del entrenamiento de prevencién pasiva y del entrenamiento del laberinto de agua
de Morris, en donde el animal tiene que encontrar nadando una plataforma
sumergida mediante claves espaciales. Para la prevencién pasiva se utilizaron
ensayos repetidos de adquisicion segun el protocolo de McGaugh, Introini-
Collinson y Nagahara (1988). En breve, cada rata era colocada en el compartimento
iluminado de un aparato con dos compartimentos divididos por una compuerta.
Cuando el animal volteaba a la compuerta ésta era abierta permitiendo el paso al
compartimento oscuro. Una vez que el animal habfa cruzado hacia el lado oscuro,
la compuerta se cerraba y se aplicaba un choque eléctrico através de placas
metdlicas en el piso. Este procedimiento se repetfa hasta que el animal tardara un
tiempo criterio en volver a cruzar. En la prueba de retencién los animales se
colocaron en el compartimento claro, se abrfa la compuerta y se registraba la
latencia de cruce con un maximo de 600 segundos. Los resultados mostraron que
las infusiones de TTX en la CI pre- y postentrenamiento deshabilitan la retencién
de las dos conductas, lo cual indica que la desactivacién funcional de la CI produce
amnésia retrégrada y anterégrada en dos tareas de aprendizaje motivadas
aversivamente (Bermidez-Rattoni et al 1991). Estudios posteriores han
demostrado que la participacién de la CI en la tarea de prevencién pasiva estd
relacionada con los aspectos aversivos de la conducta y no con los espaciales ni

motores (Ormsby, Pifia, Ramirez-Amaya y Bermidez-Rattoni, 1993).

Los injertos cerebrales también han demostrado capacidad para inducir la

recuperacién de la tarea de prevencién pasiva. Utilizando los procedimientos
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descritos, ratas con lesiones de CI recibieron transplantes con FCN o sin él y fueron
entrenadas 20 dfas después en la tarea de prevencién pasiva, encontréndose que
los animaleé controles y los animales con implantes con FCN aprendieron la
conducta obteniendo valores altos de latencia de cruce, mientras que los animales
que recibieron transplantes con vehiculo y los que quedaron lesionados mostraron
déficits en la ejecucin de la tarea, mostrado por bajas latencias (Escobar, Russell et

al., en prensa).
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EXPERIMENTO 1.
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Objetivo.

Con el fin de probar si la corteza insular de la rata estd involucrada en los
procesos de memoria a largo plazo (retencién o evocaci6n) de las tareas de
prevencién pasiva y condicionamiento aversivo a los sabores, se realizé el

siguiente experimento.

Las hip6tesis se bas6 en la idea de que si se observa alguna alteracién en la
respuesta esperada debido a lesiones que se realicen después de la consolidacién,
debe indicar una participacién de la CI en los procesos de memoria a largo plazo

(post-consolidacién) de la respuesta afectada.

Se utilizé un grupo que recibié lesiones de la corteza insular post-
adquisicién de ambas tareas con el fin de observar los efectos sobre éstas. Se
incluy6 un grupo control quirirgicamente intacto que sirvi6é para observar los
efectos conductuales que tenfan las manijpulaciones experimentales en el animal
fntegro. Ademds se incluy6 un grupo de lesién falsa para descartar la posibilidad
de que los efectos observados fueran debidos a la sola manipulacién quirtrgica y

no a procesos especificos del 4rea lesionada.

Se realiz6é ademds una prueba de reactividad al sabor, para verificar que las

lesiones no estuviesen afectando la percepci6n sensorial de los sabores, y por tanto
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los efectos observados no pudieran atribufrse a efectos sobre la memoria al

condicionamiento aversivo a los sabores.

Sujetos.

Se utilizaron dieciocho ratas macho de la cepa Wistar provenientes del
bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, de apfoximadamente seis
meses de edad y un peso de 231-256 gr. al comienzo del experimento. Todos los
animales fueron albergados en cajas-habitacién individuales de Plexiglass con
agua corriente y comida (Purina® Roedent Lab Pellets) ad libitum, excepto cuando
fuere indicado por el protocolo. Los animales se mantuvieron en un ciclo invertido
de luz-obscuridad 12:12 hrs, en donde las manipulaciones experimentales se
realizaron en la fase obscura del ciclo, que corresponde a la etapa de actividad de

ésta especie (Remie, van Dongen, Rensema y van Winnik, 1990).

Materiales,

Para la tarea de prevencién pasiva se utiliz6 una caja de acrilico
transparente de 51 cms de largo, 17 cms de ancho y 20 cms de alto. La caja se
encontraba dividida en dos compartimentos por una compuerta tipo guillotina; un

compartimento medfa 21 cms de largo con paredes y techo transparente, el
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segundo compartimento medfa 30 cms de largo con paredes y techo de color negro
excepto por una pequefia ventana de acrilico transparente teiido de rojo, de tal
manera que .quedara un compartimente iluminado y otro oscuro. El aparato era
iluminado indirectamente por un foco blanco de tungsteno de 40W. El piso del
aparato consistfa en dos placas de aluminio colocadas longitudinalmente y en
éngulo con respecto al piso con una separacién de 1 cm en el fondo. Las placas se
encontraban conectadas a un estimulador eléctrico (Grass® Stimulator mod. 544)
calibrado para descargar pulsos de ImA de intensidad y 3 seg de duracién cada

uno (Figs 3a y 3b).

En la tarea del condicionamiento aversivo a los sabores se utilizaron como
bebederos probetas graduadas de pléstico de 50ml con tap6n de hule y pipeta de
metal. Las substancias que se utilizaron fueron Cloruro de Sodio (NaCl), Cloruro
de Litio (LiCl), ambos de Baker Analyzed® y Sacarina Sédica (2,3-Dihidro-3-

oxobenzisosulfonazol) de Sigma Chem. Co.® (fig 4).

Las lesiones se practicaron bajo anestesia inducida por pentobarbital sédico
veterinario (Anestesal™) inyectado intraperitonialmente. Los animales fueron
montados para su lesién en un aparato estereotéxico (David Kopf Instruments®)
én cuya punta se fijé un electrodo consistente en una aguja entomol6gica de acero
inoxidable de 0.7mm de ancho aislada eléctricamente excepto por 0.5mm en la
punta. El electrodo se conect$ al cstodo de un estimulador Grass® LesionMaker y

el 4nodo se conectd a una pinza tipo caimén sujetado a la dermis de la cabeza del
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20 segs Latencia de cruce

1mA 3 segs

Criterio

80 segs sin pasar

Figura 3a. Esquema del procedimiento de adquisicion de la prevencién pasiva.
La parte de arriba se repite cuantas veces sea necesario para que el animal tarde

mas de 80 segundos en volver a cruzar al lado oscuro (abajo).
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/ Latencia de Cruce.

Estancia en cada
compartimento en 600 segs.

Figura 3b. Esquema de la prueba de evocaci6n de la prevencion pasiva,
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animal. Los trépanos se realizaron con un minitaladro con punta esférica de 1.2mm
de didmetro. Los procedimientos de incisién y sutura se realizaron con material
quirtirgico estdndar utilizando Cloruro de Benzalconio (Farmacéutica

Altamirano®) al 1% como antiséptico.

El procedimiento de perfusién se llev6 a cabo por medio de dos frascos de 1
litro suspendidos verticalmente a una altura de 1.5 m e invertidos y conectados a
un sistema de venoclisis con una aguja B-D Yale® de 2.1mm y una vélvula que
permitia regular el flujo de cada uno de los frascos a través de Ia aguja. Un frasco
contenfa soluci6n salina fisiol6gica (NaCl al 9%} y el otro una solucién al 4% de
Paraformaldehido (Baker Analyzed®) y 1% de Glutaraldehfdo (Merk®) diluidos
en un amortiguador de pH a 7.4 compuesto de 0.1 molar de Fosfato de Sodio

(NaPO4) de Baker Analyzed®.
Procedimiento.

Una descripcién esquemdtica del procedimiento del experimento aquf
descrito se muestra en Ia figura 5.

" Los animales fueron habituados por quince dfas al ciclo de luz-oscuridad,
tras los cuales fueron puestos en un régimen restringido de agua que consisti6 en
el retiro de los bebederos y de la presentacién dos veces al dfa de las probetas
graduadas con 50 m! de agua destilada. La primera presentacién se realizaba a las

10:00 a.m. (primera hora de la fase oscura) y la segunda a las 5:00 p.m. (octava hora
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de la fase oscura). Ambas presentaciones se realizaban en la caja-habitacién de los
animales por un periodo de 10 min cada una y al final se registraba el consumo con
una presiciéﬁ de £0.5 ml. Este procedimiento se repiti6 por 6 dfas obteniéndose de
esta manera un valor de lfnea base de consumo de agua. El dfa siguiente a la
dltima medicion de agua, con el fin de entrenar a los animales en el
condicionamiento aversivo al sabor (fig 4), en la presentacién de la mafiana a todos
los animales se las substituyé el agua destilada por una solucion al 0.1% de
sacarina durante 10 min, registrando el consumo. Veinte minutos después los
animales fueron inyectados intraperitonealmente ¢on una solucién 0.15 molar de
LiCl en una dosis de 7.5 ml/kg de peso. La inyeccién de la soluciéon de LiCl
produce en los animales una irritacién géstrica, confirmada por una respuesta
emética y una contraccién abdominal inmediatamente después de la inyeccién
(Braun. Lasiter y Kiefer, 1982). Siete horas después de la inyeccién se regreso a

condiciones ad libitum de agua.

Transcurridas 48 horas a partir del entrenamiento de aversion al sabor,
todos los animales fueron entrenados en la tarea de prevencién pasiva (fig 3a). Esta
tarea se realizé de la siguiente manera: se colocé al animal en el compartimento
claro por 20 seg con la compuerta divisoria cerrada; se abri6é entonces la puerta
ipermitiendo que el animal cruzara al lado oscuro, registrando el tiempo que
tardaba en cruzar. En el momento en que la rata posé las cuatro patas en el interior

del compartimento oscuro, se cerr la compuerta y se le administré un choque

eléctrico de 1 mA por 3 seg abriéndose después la compuerta para dejar escapar a
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animal al lado claro. En caso de que el animal no escapara de inmediato al lado
claro, se le aplicarfa un segundo choque. Al regresar el animal al lado claro se
cerraba la compuerta y se dejaba al animal por 20 seg, volviéndose a abrir la
compuerta y repitiendo la operacién descrita las veces que fuera necesario para
que el animal no cruzara al lado oscuro durante un periodo de 80 seg, tras los

cuales se cerraba la compuerta y se retiraba al animal.

Dos dfas después del entrenamiento de prevencion pasiva (4 dias después
del condicionamiento aversivo al sabor) para permitir la consolidacién, se
dividieron a los animales en tres grupos: un grupo control (CON), que no recibié
tratamiento quirtrgico alguno, pero recibi6 los tratamientos conductuales al igual
que el resto de los animales; un grupo de lesion falsa (LESF) el cual fué sometido al
procedimiento quiriirgico pero no recibi6 lesién; y un grupo lesionado (LES) que

recibi6 lesiones bilaterales de la corteza insular.

Para producir las lesiones se anestesié a cada animal con una dosis de 70
mg/kg de pentobarbital s6dico, se fij6 la cabeza del animal al aparato estereotaxico
y se le practicé una incisién longitudinal de aproximadamente 2.5 ¢m, se separ6 el
tejido para descubrir el créneo y la punta del electrodo se posiciond sobre el punto
bregma. A partir de las coordenadas de este punto se posicioné el electrodo 1.2
mm rostralmente en el plano anteroposterior y 5.5 mm hacia el lado derecho,
haciendo una marca que sirvié de gufa para la realizacién de un trépano hasta la

superficie de la duramadre. El elecrodo se posicioné sobre la duramadre en este



punto y se inserté 5.5 mm verticalmente en el plano dorsoventral. Mediante este
procedimiento 1a punta del electrodo quedé poscicionado en el centro de la corteza
insular agrahular (Paxinos y Watson, 1980). Se indujo una lesién mediante una
corriente catédica de 8 mA por 45 seg, dejando el electrodo en esa posicién por
otros 60 seg. Se retir6 el electrodo y se repiti6é este procedimiento para el lado
izquierdo, de tal manera que quedara lesionada bilateralmente 12 estructura, Se
cerr6 entonces la herida mediante tres o cuatro puntos de sutura no reabsorvible.
El grupo de lesion falsa recibi6 el tratamiento descrito a excepcitn de la aplicacién

de la corriente, por lo que no se produjo lesién.

Trancurridos ocho dfas para permitir una recuperacién post-operatoria,
todos los animales fueron sometidos a la prueba de retencién de la prevencién
pasiva (fig 3b), la cual consistié en poner a cada animal en el compartimento claro
durante 20 seg tras los cuales se abri6 la compuerta y se registr6 el tiempo que el
animal tomaba para cruzar al lado oscuro (latencia) y durante 600 seg se midié el
tiempo acumulado que el animal permaneci6 en el lado claro. Al siguiente dfa se
comenz6 el regfmen restringido de agua descrito con el fin de obtener una nueva
linea base de consumo. Cuatro dfas después se les presenté a los animales en la
sesién de la mafiana en su'bebedero la solucién de sacarina con el fin de realizar la
prueba de retenci6n del condicionamiento aversivo al sabor, registrando su
consumo (fig 4). En este caso se les sigui6 manteniendo a todos los animales en el
régimen restringido de agua para la prueba de sensibilidad al sabor. Una vez

alcanzado la tercera linea base de consumo de agua (4 dias) se substituyé el agua
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de la sesi6bn matutina por una solucién de NaCl al 0.35 molar, la cual se ha
reportado produce un incremento en el consumo de ratas intactas y sin experiencia

a ese sabor (Braun, Lasiter y Kiefer, 1982).

Dos dfas después, todos los animales excepto el grupo CON fueron
sometidos a un procedimiento de perfusion con el fin de remover los cerebros para
su exémen histolégico. Los animales fueron anestesiados con una dosis letal de
pentobarbital sédico, abriéndoseles la cavidad toréxica inmediatamente después
del paro respiratorio con el fin de exponer el corazén. Con una pinza hemostética
se cort6 la circulacién de la vena cava descendente y se insert6 la aguja de
perfusién en el ventriculo izquierdo y se realiz6 una incisién en la auricula
derecha, se permiti6 el flujo entonces de la soluci6n salina hasta que sustituyera al
flufdo sanguineo en toda la regién de la cabeza cambisndose entonces el flujo por
la solucién fijadora de paraformaldehido. Esta ultima soluci6n tiene la funcién de
fijar la membrana celular para impedir que cambios osmoticos fuertes debidos a
manipulaciones histolégicas destruyan a las células. Una vez sustitufda la solucién
de salina por la de paraformaldehido se procedié a remover el cerebro completo
menteniéndose en fijador por 24 hrs cambiandose después por una solucién al 20%
de sacarosa en amortiguador de fosfato de sodio por 3 dfas. Los cerebros fueron
cortados en un microtomo de congelacion en cortes de 40 micras, colocados
serialmente en dos conjuntos de portacbjetos tratados con gelatina purificada. Un
conjunto de portacbjetos fué tefiido con tincién de Nissl {violeta de cresilo) y cl

otro con tincién histoquimica para la enzima Acetil-colinesterasa. Ambas tinciones
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Grupos

Dfa ' ( Control ILeslén Falsa Lesién )
.
0 ( Entrenamiento de CAS a sacarina j
(+22) Entrenamiento de Prevenci6én Pasiva J
4 Inserclén del Lesién bilateral
+2) electrodo en la CiI|l electrolitica
sin corriente, de la CI.
12 Pruecba de Prevencién Pasiva
(+8)
16 Prueba de CAS a sacarina
+4)
(32) ( Presentacién de la solucién de NaCl )
(ig) [ Perfusién de los cerebros ]
-/

Figura 5. Esquema del procedimiento utilizado en el Experimento 1. Los niimeros entre

paréntesis en la columna de Dia indican los dfas transcurridos desde la condicién
inmediatamente anterior.
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se realizaron con un procedimiento modificado de Paxinos y Watson (1980). Los
cortes fueron cubiertos con resina sintética Permount® y observados en

microscopio de luz para asentar la localizacién anatémica de las lesiones.
Resultados:

En la prueba de prevencién pasiva, se utilizé un anélisis estadfstico de tipo
no paramétrico, dado que la latencia y la estancia maxima que pudiera tener un
animal fué cortado arbitrariamente en 600 seg, lo cual convierte a éstos datos en
ordinales, ya que los datos de 600seg no corresponden a un intervalo definido, sino
que representan en realidad "mds de 600"; Las caracteristicas de este disefio
permiten un andlisis por medio de la prueba de Kruskall-Wallis para efectos de
grupo en la condicién, y comparaciones post lroc entre grupos utilizando la prueba

estadfstica de la U de Mann-Whitney (Siegel y Castellan, 1988).

TLa medicién de la latencia de cruce al lado oscuro (fig 6) mostr6 que tanto el
grupo control (CON, n=7) como el de lesi6n falsa (LESF, n=4) tuvieron una latencia
alta (CON X= 61.07seg, s= £35.87; LESF X= 77.86, s= 137.98), lo que indica
retencién de la tarea, mientras que el grupo lesionado (LES, n=7) mostré una muy
baja latencia de cruce (X= 10.67, s= +4.2). E! andlisis estadistico mostro que existia
un efecto significativo de grupo (H (3,16)= 10.12, p<0.01) y en particular se encontr6

diferencias estadfsticamente significativas entre el grupo CON y el lesionado
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(Unn=10, ‘42 , p<0.01) y entre el grupo de lesitn falsa y el lesionado (Un=9, 38,

p<0.05).
120
100 =
% wn
25 o-

5 g’ 40 DContml
’ zoj NP * Lesién Falsa
ol L B e

Figura 6. Resultados de la latencia de cruce en la prueba de evocacién de la
prevenci6n pasiva. (eem) error esténdar de la media. * p<0.05 con respecto al

control.

En la fig 7 se muestran los resultados de la estancia en ambos lados de la
caja de prevencién pasiva. Para fines del anélisis estadfstico solo se tomé en cuenta
el valor de la estancia en el lado claro (ELC), sin embargo si el andlisis se hubiese
realizado sobre la estancia en el lado oscuro (ELO) las diferencias
estadfsticas encontradas hubiesen sido idénticas dado que ELO = 600-ELC; y
ELC = 600 - ELO, por lo que las diferencias entre grupos se hubiesen mantenido.
En ésta medici6n se encontré que el grupo CON y el de lesion falsa tuvieron una
mayor estancia en el lado claro (CON, X= 377.10seg, s= £52.62; LESF, X= 355.17seg,

s=+110.34), mientras que el grupo lesionado tuvo una preferencia por el lado
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oscuro (LES, X= 174.71seg de estancia en lado claro, s= 157.47). El anilisis
estadfstico mostr6 un efecto significativo de diferencia entre grupos (H(17)= 9,92,
p<0.01), la cual fué producida por una diferencia significativa entre el grupo
control y el lesionado (CON vs. LES, Un7)= 11, '39, p<0.01) y adicionalmente entre

el grupo LES y de LESF (Uni7)= 10, '40, p<0.03).

Control
Estancia en
§lado claro
Lesién falsa
Estanciaen
lado oscuro
Lesionado }. - - - - -

LI

0 100 200 300 400 500 600
Segundos en lado claro (teem)
ESTANCIA

Figura 7. Resultados de la estancia en cada lado en 600 segundos. Para fines
estadisticos solo se utilizé la estancia en el lado claro. (eem) error estdndar de
la media. * p<0.01 con respecto al control.

En la prueba del condicionamiento aversivo a los sabores el valor del
consumo de la solucién de sacarina fué transformado a un valor de porcentaje de
consumo de lfnea base de agua; esto es, los valores de consumo de agua en las dos
mafianas precedentes fueron promediados aritméticamente para cada animal y

este valor considerado como 100% y comparado con el consumo de la solucién de
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sacarina el dfa de la prueba arroja un valor porcentual de consumo de sacarina en
comparacién al consumo de agua. Esta transformacién se realiza dado que los
animales con lesion de la corteza insular presentan una pequefia, pero
significativa, reduccién en el volumen de consumo general (Braun, Lasiter y Kiefer,
1982) y de ésta manera se elimina la posibilidad de que las diferencias que se
pudieran observar entre controles y experimentales fueran debidas a este

fenémeno (Dugas de Villard, Her y McLeod, 1981).

100 = ®
25 s
£3
o8 60 =
§ g
g
= 40 e~
§ %: - D Control
- [ P24 Lesion faisa
. Lesionado
0 = .

Figura 8. Resultados de la prueba de condicionamiento aversivo a los sabores. El
porcentaje de linea base se obtuve tomando como 100% la media aritmética
del consumo de las dos mafanas precedentes a la presentaciéon del sabor
(sacarina). (eem) error estdndar de la media. * p<0.01 con respecto al control.

Los resultados obtenidos de la transformacion descrita arriba fueron
analizados entonces mediante una prueba estadistica de ANOVA simple con

comparaciones individuales post froc de Fisher. El consumo de sacarina el dia de la
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adquisicién fué similar en los tres grupos (CON, X=23.25 ml, s=£3.23; LESF, X=24.5
ml, s=i5.16; LES, X=22.75 ml, s=£4.33) y similar a su vez con el consumo de linea
base de agua. El die; de la prueba (Fig 8) el grupo control (CON) y de lesion falsa
(LESF) mostraron un porcentaje reducido de consumo de sacarina, indicando una
aversion condicionada (X=26.85%, s=+4.28 y X=19.43%, s=+3.43; respectivamente),
en cambio, el grupo de lesién en la corteza insular (LES) present6 un consumo de
sacarina més similar al consumo de agua previo (X=73.71%, s=£11.43) indicando
una aversion disminufda. Se encontr6 una diferencia significativa en el efecto de
grupo del ANOVA (F=11, p<0.01) y anlisis de Fisher posteriores mostraron que e}
efecto era debido a una diferencia significativa (DMS= 45, p<0.01) entre el grupo
lesionado y el control, pero no entre el grupo CON y el de LESF, lo que indica que
los animales LES presentan una deficiencia significativa en la respuesta de

aversién condicionada al sabor.

En la prueba de reactividad al sabor de salina (Fig 9) no se aplicé la
tranformaci6n a porcentaje, dado que la comparacién se realiz6 intragrupo y no
intergrupo como en el caso anterior, y se utilizaron las mismas pruebas estadisticas
descritas. Duranle la lfinea base de consumo de agua se observé que los animales
lesionados presentaron un consumo bajo (X=14.55 mi, s=+0.88) comparado con los
controles (CON X=17.35 ml, s=%1.02; y LESF X=16.85 ml, s=+0.93) con una
diferencia significativa (F=13, p<0.05) de efecto de grupo, y especifica entre CON y
LES de p<0.05 (DMS5=2). El dfa de la presentaci6n de la solucién salina se observé

un incremento en el consumo de todos los grupos con respecto a los valores de
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linea base de agua (CON X=20.55 ml, s=#1.23; LESF X=18.05 ml, s=%1.13; y LES
X=18.35 mi, s=11.39) con diferencias significativas de effecto de condicién (F=13,
p<0.01), especificamente entre linea base de agua y consumo de salina en los
grupos CON (p<0.05) y LES (p<0.01). Esto indica que tanto los animales lesionados

como los controles presentaron un aumento significativo en su consumo al

presentarse la solucién salina.

22 sy

20 vy

e Control
i Lesién falsa

~ by~ Lesionado
12 wd

T | |
¢ 1 L]
Linea base Consumo

de agua de salina

Mililitros (teem)
a
]

Figura 9. Resultados de la prueba de reactividad al sabor. Los valores de linea base
se obtuvieron de la media aritmética del consumo de agua de las dos
mafianas precedentes. (eem) error estdndar de la media. * p<0.05 con

respecto a la linea base respectiva,
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La revisién histol6gica mostré que las lesiones abarcaron la mayor parte de
la corteza insular y en algunos casos la lesion incluy6 también a la corteza
piriforme y al claustrum, La histoqufmica para la Acetilcolinesterasa mostré que en
una pequefia drea alrededor de la lesién se encontraba disminufda la presencia de
ésta enzima. Esto probablemente debido a la aparicién de la glfa reactiva,
caracteristica de todas las lesiones. En los animales de lesién falsa sélo se observé
una pequefia linea vertical de dafio, causada por la entrada del electrodo, pero la

region de la corteza insular se encontr6 intacta. (fig 10).

Ap Bregma +17

Ap Bregma +0.7

Figura 10. Diagrama de la ubicacién de las lesiones, en cortes coronales que
incluyen a la corteza insular. De lado izquierdo se muestra la lesién mayor
(4rea ashurada) y la menor (4rea negra) que se observé. En el lado derecho se
muestra un ejemplo de los vestijios de la insercién del electrodo en una rata
de lesién falsa. Se indica a la derecha de cada corte su ubicacién
anterioposterior con respecto al punto bregma.



Discusidn.

Los resultados que aparecen en las figuras 6 y 7, muestran que hay un claro
efecto de las lesiones de corteza insular sobre la memoria a largo plazo de la
prevenci6n pasiva. Tanto los animales controles como los de lesion falsa mostraron
una alta latencia de cruce al lado oscuro, mientras que los animales lesionados
cruzaron de una manera répida, También se mostré este efecto con la medicién de
la preferencia que cada animal tenfa por cada compartimento, mostrado por su
estancia. De ésta manera los animales controles y de lesi6n falsa pasaron més
tiempo sumado en el lado claro (compartimento de seguridad) y los lesionados
pasaron mayor tiempo en el lado oscuro (compartimento de castigo). El fenémeno
de preferencia por la obscuridad es normal dado que esta especie tiende a ser
fotofébica, por lo que la conducta de los animales lesionados puede ser
considerado como “instintiva” o no condicionada y la de los controles como una

conducta aprendida.

En el caso del condicionamiento aversivo a los sabores, también se pudo
observar un efecto negativo de las lesiones sobre la memoria a largo plazo. Los
animales controles y de lesi6n falsa ingirieron poca cantidad de la solucién de
prueba (sacarina) relativa a su lfnea base de consumo de agua. Los animales
lesionados no mostraron una baja significativa en su consumo, por lo que es de
suponerse que las lesiones impiden la realizacién normal de la conducta. En éste

caso, cabria la posibilidad de que los animales bebieran su consumo de lfnea base
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normal al presentarse el sabor de prueba, si no fuesen capaces de discriminar entre
el sabor del agua y el de la sacarina, esto es, la posibilidad de que fuese solo un
déficit sensorial y no uno de memoria. Para estudiar este efecto se realiz6 la tercera

parte del protocolo.

Las lesiones de CI no parecen tener un efecto sobre la discriminacion del
sabor que se demuestra por la presentacién de la solucién salina sin
condicionamiento (fig 9), lo cual produjo tanto en controles y lesionados un
incremento significativo en el consumo con respecto a su consumo previo,
indicando una percepci6n adecuada del sabor. En esta prueba particular el grupo
de lesién falsa present6 un incremento més pequefio y no estadfsticamente
significativo, lo cual puede ser adjudicado al bajo nimero de sujetos en éste grupo;
sin embargo, se pudo probar que éstos animales también tenfan una percepcién
normal al sabor dado que sf presentaron un condicionamiento aversivo al sabor de
sacarina (ver fig 8). La suposicién implicita en éste disefio de que una percepcién
normal del gusto a una solucién salina es generalizable a la percepcién del gusto
dulce y amargo (sacarina) se basa en el hecho de que el sustrato neuronal para
todos los tipos de sabores es el mismo (Patton, 1950), teniendo que la tnica
diferencia radica en los quimioreceptores en la lengua, los cuales permanecen
intactos en los animales lesionados, de tal manera que si existiese una alteracién en
la percepci6n del sabor debido a dafios neurales y no de los receptores, esta serfa
en los cuatro tipos de sabores por igual. En el caso de la prevencién pasiva,

experimentos previos en nuestro laboratorio (Ormsby, Pifia, Ramfrez-Amaya y
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Bermiidez-Rattoni, 1993) mostraron que los animales con lesién electrolftica de la
CI, al igual que ratas control, eran capaces de aprender una tarea de
condicionamiento de lugar en el mismo aparato utilizado en éste experimento, si se
utilizaban reforzadores positivos en lugar de choques eléctricos; lo cual demuestra
que los animales lesionados no tienen deficiencias motoras o atentivas que les
impidan el aprendizaje de la prevencién pasiva, por lo que se adjudica la

deficiencia a problemas de aprendizaje y memoria.

Finalmente es importante notar que dentro de la metodologfa aquf
presentada, se introdujo en la sesién prueba de la prevencién pasiva la medicién
de estancia en cada uno de los compartimentos en 600seg, encontrdndose que los
controles tienen una estancia mayor en el lado claro a diferencia de los animales
lesionados que prefieren el lado oscuro. Este resultado esté correlacionado con la
latencia de cruce medida, que ha sido en la literatura, al menos de nuestro
conocimiento, la unica variable medida en ésta prueba en particular. De ésta
manera se propone que también la estancia en cada compartimento puede ser una
variable dependiente que arroje datos importantes sobre la ejecucién de los

animales en ésta prueba.
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EXPERIMENTO 2.
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Objetivo.

Se realiz6 el siguiente experimento con el fin de observar los efectos que
tienen los injertos de tejido fetal cerebral suplementados con factor de crecimiento
neuronal (FCN) sobre la capacidad de evocacién del condicionaminto aversivo a
los sabores (CAS), en ratas con deficiencias en esta respuesta debido a lesiones

post-consolidacién de la corteza insular(CI).

La hip6tesis se bas6 en la idea de que si los injertos fetales de CI podfan
recuperar la capacidad de evocar la respuesta del CAS adquirido previamente a la

lesién de la CIL

Sujetos,

Se utilizaron 43 ratas Wistar en las mismas condiciones y caracterfsticas que
en el experimento 1, con un peso entre 258-319 grs al comienzo del experimento.
Para 1a obtencién dcl tejido fetal a transplantar, se utilizaron 2 ratas Wistar hembra
del mismo bioterio que los demds animales, prefiadas con 15 dias de gestacion. el

dfa del injerto.
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Materiales.

Los materiales utilizados para el condicionamiento aversivo a los sabores
son los descritos en la seccién de materiales del experimento 1. Para producir las
lesiones se utilizé una solucién de 10ug/ul de la neurotoxina Acido N-metil-D-
Aspértico (NMDA, Sigma Chem. Co.) diluido en un amortiguador estéril de
fosfatos de sodio al 0.1M con pH de 7.4. Se utiliz6 para la inyeccién de la
neurotoxina en la regién cerebral a lesionar, una aguja dental de acero inoxidable
(B-D Plastik) con didmetro de 30Ga (0.47mm} conectado por medio de una
mangera de polietileno (Intramedic®, Clay Adams) tamaiio PE-10 (didmetro
interno 0.79mm, aprox.) a una microjeringa Hamilton de 10ul montada en un
microinyector automético (Sage Instruments) ajustado para suministrar 0.4ul/min.
Todo el sitema fué purgado de aire con vehiculo de solucién salina fisiolégica,
sustituyendo la tltima porci6n del sistema (aguja dental y aproximadamente 15cm
de manguera) con la neurotoxina, dejando una pequeiia burbuja de aire entre el
vehiculo y la neurotoxina, lo cual permite que no se mezclen éstos, ademas de
permitir ver el avance de la solucion y cerciorarse asf de que la aguja no se
encontrara obstrufda. Los implantes de tejido fetal fueron disecados e inyectados
en un Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM, por sus siglas en inglés), que
es un medio minimo que permite la supervivencia de células en cultivo o
suspension, incluyendo neuronas (Brewer, Torricelli, Evege y Price, 1993). En ésta
solucién se diluy6 el Factor de Crecimiento Neuronal (FCN) en una proporcién de

10pg/ml, que es 10 veces la concentracién necesaria para inducir supervivencia
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neural en cultivo asf como neurogenisacién en células PC-12, que son células
tumorales de médula suprarenal {derivada del! tubo neural embrional) que
proyectan neuritas en presencia de este factor. Se decidi6 utilizar ésta
concentracién dado que en modelos in vivo se requiere de una mucho mayor
concentracién debido a la difusién (Escobar, Jiménez, Lépez-Garcfa, Tapia y
Bermudez-Rattoni, en prensa). Dos grupos de animales recibieron implantes de
Gelfoam (Upjohn), que es una esponja fisioestitica de orfgen protefco que es
utilizado en la clinica como sustento a tejido lesionado, absorbiendo el medio
circundante y liberando su contenido. Otros trabajos han mostrado que la
implantacién de este material embebido en soluciones de FCN son capaces de
inducir recuperacién anatémica y funcional en preparaciones de septum e
hipocampo (Hefti, 1986). Las lesiones y los injertos se realizaron
estereotdxicamente utilizando material quirirgico comiin en los adultos y material

de microcirugfa bajo un estereoscépio Zeiss en los fetos.

Procedimiento.,

Se ha reportado que injertos de CI fetal suplementados con FCN son capaces
de inducir recuperacién de la capacidad de adquisicién del CAS a los 15 das post-
injerto (Escobar et al., 1989). Se intenté probar si estos injertos capaces de recuperar
1a adquisicién también son capaces de recuperar la evocacién de la respuesta. Se

utilizaron animales con lesién post-consolidacién y se les injert6 Cl fetal
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suplementado con FCN. Un grupo recibi6 CI fetal sin FCN para observar el posible
efecto del FCN sobre los injertos. Ctro grupo recibié Gelfoam con FCN para
observar si es el factor s6lo el que induciera alguna recuperacién, y un grupo con
Gelfoam con vehiculo como control de lesiones y manipulaciones quirirgicas.
Todos éstos grupos se compararon con un grupo control intacto para notar los

efectos relativos que se pudieran observar.

Todos los grupos fueron entrenados posteriormente en un CAS a un sabor
distinto con el fin de observar la funcionalidad de los implantes sobre la

adquisicién y poder comparar los resultados con los obtenidos en la evocacion.

Un esquema del procedimiento aqui descrito aparece en la figura 11. Todos
los animales fueron privados de agua por 24 hrs midiéndose una linea base de
consumo como se ha descrito en el experimento anterior. Al alcanzar la lfnea base
fueron entrenados todos los animales para el condicionamiento aversivo al sabor
de sacarina, mediante la sustitucién de la presentacién matutina de agua por una
solucién de sacarina seguido 20 min después por una inyeccion intraperitoneal de
solucién de LiCl (que produce un malestar géstrico). Cuatro dfas después (para
permitir la consolidacién) todos los animales, excepto un grupo control (CON),
fueron lesionados bilateralmente en la corteza insular mediante la infusién de 0.8l
de la soluci6én neurotéxica de NMDA en las coordenadas estereotdxicas:

anteroposterior +1.2mm, lateral #5.5mm, dorsoventral -5.5mm y la barra de
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Grupos

l Dia . CtrlﬁI-FCNEI-Veh )(G1fm-FCN) Glfm-Ven)

( )
* (.

Entrenamiento de CAS a sacarina

4
(+4)

12
(+8)

Lesi6n bilateral de 1a CI con NMDA

de CI con solf| de CI con sol| gelfoam con gelfoam con
de FCN de DMEM sol de FCN sol de DMEM
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(+15)

Prueba de CAS a sacarina
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(+3)

Primera adquisicién de CAS a NaCl

25
(+4)

Segunda adquisicién de CAS a NaCl

29
(+4)

YY)

Prueba de CAS a NaCl

31
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[ Perfusién de los cercbros

Figura 11. Esquema del procedimiento utilizado en el Experimento 2. Los niimeros entre
paréntesis en la columna de Dfa indican los dias transcurridos desde la condicién

inmediatamente anterior.
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incicivos a -5.0mm. La aguja se introdujo a través de un trépano realizado como se
describe en el procedimiento del Experimento 1 en las coordenadas
anteroposteriores y laterales antes descritas y se dej6 la aguja en la posici6n de la
lesién por 3 min més después de lesionar, con el fin de permitir la difusién de 1a
solucién, y evitar asf que la sustancia tendiera a regresar por el zurco dejado por la
aguja. Los animales fueron entonces suturados. Ocho dias después de la lesi6n se
procedié a practicar la implantacién. Los animales lesionados fueron
aleatoriamente divididos en cuatro grupos, uno que recibié implantes de corteza
insular fetal en la zona lesionada, embebidos en solucién de DMEM con el FCN
dilufdo (grupo CI-FCN). Otro grupo recibié implantes de CI fetal en el 4rea
lesionada embebidos solo en el DMEM sin FCN (grupo CI-Veh), un tercer grupo al
que se le implantaron piezas de 3 X 2 X 2mm de Gelfoam embebidos en el vehiculo
(DMEM) con FCN diluido (grupo Glfm-FCN) y un cuarto grupo al que se le
implantaron las piezas de Gelfoam embebidas solo en el vehiculo sin FCN (grupo

Glfm-Veh).

Los injertos de corteza insular fetal se realizaron de la siguiente manera: Se
anastesié con pentobarbital s6dico a una rata prefiada con 15 dfas de gestacién,
abriéndo la cavidad abdominal y localizando a los fetos. Se procedi6 entonces a
realizar una pequeiia incisién en el titero en alguna de las regiones més aledafias a
los ovarios con el fin de retirar al feto con el saco amni6tico y su respectiva
placenta intactos. Se retir6 entonces al feto del saco y se removié6 toda la regi6n

cefélica colocdndose en una caja de Petri llena a la mitad con el DMEM con o sin
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FCN (seguin correspondiera) disecAndose el cerebro bajo el estereoscopio retirando
el cartilago craneal y las meninges. Se cort6 con microtijeras de Vannas la regién
correspondiente a la ClI del cerebro fetal (ver fig 12), utilizando como referencia la
arteria cerebral media, cortando aproximadamente 1.5mm rostral y caudalmente a
ésta, y 1mm ventral y dorsalmente al punto medio de ésta arteria y separando la
corteza del cuerpo estriado, quedando una pieza de tejido de aproximadamente 3
X.2 X 2Zmm. El tejido fué entonces succionado junto con 6 a 10 pl de vehiculo en
una microjeringa Hamilton de 100pl. La punta de la microjeringa se posicioné en
las coordenadas estereotéxicas antes descritas de una rata lesionada, previamente
anestesiada y montada en el aparato estereotéxico. Se inyect6 entonces la mezcla
de vehiculo (con o sin FCN) y tejido en un volimen de 6-10 ], dejando la aguja en
ésa posicién por 10 min, Este procedimiento se repitié dos veces por cada animal
para que hubiese una implantacién bilateral. La implantacién de Gelfoam se
realiz6 mediante la colocacion de la pieza por unos segundos dentro del vehiculo
(DMEM) con o sin FCN, segun correspondiera; la pieza se colocaba entonces en el
trépano y era empujada hacia abajo por medio de una varilla de acero inoxidable
de 1mm de ancho y con una marca que permitfa bajarla hasta la coordenada

dorsoventral requerida.

Después de la implantacién se dejaron a los animales en recuperacién por 12
dfas, después de los cuales se comenz6 a medir por segunda ocasién la linea base
de consumo de agua y tres dfas después, el dia 15 post-implantacién, a todos los

animales se les realiz6 la prueba de retencién del CAS a sacarina, sustituyendo el
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agua por una solucién de sacarina en la sesién matutina y midiendo el consumo,
terminando asf la fase de prueba de evocacién de CAS entrenado pre-lesién y pre-
implante. Se procedié entonces a la fase de entrenamiento post-implante. Se
continué midiendo por otros tres dfas la linea base de consumo de agua y al dfa 19
post-implante se entrenaron a todos los animales en un condicionamiento aversivo
al sabor de salina, sustituyendo por ésta solucién en la sesién matutina de ése dfa e
inyectando 20 min después la soluci6n de LiCl. Se continué la medicién de la linea
base de consumo de agua por dos dias més y al tercero se les present6 a los
animales la solucién de salina en sus bebederos para la prueba de retencién.
Durante la prueba se present6 una falla en el sistema de regulacién de la
temperatura del bioterio donde habitaban los animales por lo que éstos
consumieros més liquido que el normal, debido a la alta temperatura; tomando en
cuenta éste hecho, y dado que los animales controles presentaron un consumo
evidentemente muy inferior a todos los otros grupos, se decidi6 inyectar a todos
los animales con la solucién de LiCl 20 min después de la prueba, de tal manera
que ésta constituyera una segunda adquisicién de aversién condicionada a la
salina. Por dos dfas més se continué la linea base de agua y la segunda prueba a la

salina se realiz6 el tercer difa {25 dfas post-transplante).

Al término de las pruebas conductuales todos los animales experimentales
fueron perfundidos y sus cerebros removidos para andlisis histol6gico, siguiendo
los métodos descritos en la seccion de procedimiento del Experimento 1. Se

realizaron ademés dibujos del contorno de los implantes en esquemas de los cortes
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Figura 12. Esquema del procedimiento de implantacion del tejido fetal.
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histol6gicos mediante la técnica microscdpica de cdmara licida. En ésta técnica al
microscopio se le adapta un periscopio que permite que simultdneamente se
observe a través de los objetivos la muestra en el portaobjetos y una superficie de
1a mesa sobre la cual esté el microscopio, por lo que se pueden hacer coincidir en la
imégen la muestra y un esque'ma de ésta, y dibujar siguiendo las lineas y puntos

que se observen.

Resultados.

Los valores de las lineas base de consumo de agua antes de la primera
adquisicién fueron muy similares para todos los grupos, asf como el consumo de
sacarina durante la adquisicién (XLB= 14.85ml, XAdqg= 16.07ml; para todos los
animales) lo que fué de esperarse dado que todavfa no se habfan aplicado

condiciones experimentales diferentes.

Los resultados de la prueba de retencién del CAS a sacarina se muestran en
la figura 13. Como en el Experimento 1, los valores de consumo se convirtieron a
un porcentaje aritmético del consumo de linea base. El grupo control (CON, n=10)
presentd una aversién a la sacarina, mostrado por el bajo porcentaje de consumo
con respecto a la linea base (X= 20.41%, s= +4.64). Se observé que existfa una
diferencia estadfsticamente significativa por efecto entre grupos (F(, 43)= 5.67,
P<0.05). En el andlisis post hoc de Fisher, el efecto entre grupos se pudo atribufr de

la siguiente manera: Los grupos con injertos de CI fetal con (CI-FCN, n=8) y sin
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(CI-Veh, n=8) el Factor de Crecimiento Neuronal similarmente mostraron una
aversién a la sacarina (CI-FCN, X= 26.87%, s= $9.86; CI-Veh, X= 28.08%, s= 15.46),
ligeramente menor a los controles, pero no estad{sticamente significativa (CI-FCN,
Diferencia Media (DM)= 6.46, Diferencia Critica (DC)= 24.05; CI-Veh, DM= 7.67,
DC:= 24.05). Los dos grupos con implantes de Gelfoam con (Glfm-FCN, n=7) o sin
(Glfm-Veh, n=10) el Factor de Crecimiento Neuronal mostraron una pequefia
aversién en promedio (GlIfm-FCN X= 51.16%, s= +13.73; Glfm-Veh X= 52.31,
s=18.74) pero con diferencias significativas con el control (Glfm-FCN vs. CON,
p<0.01; Glfm-Veh vs. CON, p<0.01). Adiéionalmente se encontraron diferencias
estadfsticamente significativas entre los grupos con transplante fetal y los que
tenfan implante de Gelfoam con vehiculo (CI-FCN vs. Glfm-Veh, p<0.05; CI-Veh

vs. Gifm-Veh, p<0.05).
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Figura 13. Resultados de la prueba de evocacién del condicionamiento aversivo al
sabor de sacarina. El porcentaje de linea base se obtuvo tomando como 100%
la media aritmética del consumo de las dos mafianas precedentes a la
presentacién del sabor (sacarina). (eem) error estindar de la media. * p<0.01

con respecto al control.
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En la linea base de consumo que sigui6 a esta prueba, no se encontraron
diferencias entre los grupos (X= 16.19ml, s= £1.01, F(5, 43)=0.234, para todos los
animales en conjunto). El dfa de la adquisicién a salina todos los animales
mostraron un incremento en su consumo <on respecto a la linea base de consumo
de agua, encontrdndose diferencias significativas en un anilisis de varianza de
repetidas medidas en el efecto de condicién (F(s, 43)= 6.48, p<0.05), pero no hubo
diferencias por efecto de grupo (F(, 43)= 0.127). El anélisis post ioc mostré que el
efecto de condicién era debido a todos los grupos (CON p<0.01, CI-FCN p<0.05,
CI-Veh p<0.01, Glfm-FCN p<0.01, Glfm-FCN p<0.05). En la primera prueba de
retencién a salina (fig 14), el grupo CON mostré una aversién moderada hacia el
sabor (X= 40.94%, s= +4.36), mientras que los demds grupos, excepto el CI-FCN,
presentaron un notorio incremento en su consumo (CI-Veh, X= 143.41%, s= £7.24;
GIfm-FCN, X= 134.97%, s= +20.44; Gifm-Veh, X= 136.24%, s= £9.97); el grupo CI-
FCN consumi6 un valor similar a su consumo de linea base (X= 99.5%, s= +8.56).
Todos los grupos presentaron diferencias significativas con los controles (F(5, 43)=
10.23, p<0.001; todas las comparaciones post hoc contra el control, p<0.001).
Adicionalmente se encontraron diferencias significativas entre el grupo que recibié
implantes de CI fetal con el FCN contra los otros tres grupos que recibieron injertos
(CI-FCN vs. CI-Veh, p<0.01; CI-FCN vs. GIfm-FCN, p<0.05; CI-FCN vs. Glfm-Veh,
p<0.05).

Durante la segunda prueba de retencién de salina (fig 14) no se encontraron

diferencias significativas en la linea base de consumo de agua (F(s, 43)= 1.823). El
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consumo de la salina mostr6 que el grupo control tenfa una robusta aversién al
sabor (X= 17.82%, s= *1.21); el grupo de injertos de CI fetal con el FCN también
mostré una aversién, aunque no tan marcada (X= 34.72%, s= £10.93); y los otros
tres grupos no mostraron aversién, aunque si un pequefio decremento en su
consumo (CI-Veh, X='83.0%, s= £12.08; GIfm-FCN, X= 79.99%, s= +11.87; Glfm-
Veh, X= 71.13%, s= +12.39). El anélisis de varianza mostré que existfa una
diferencia entre grupos (F(s, 43)= 8.98, p<0.001), y el analisis post hoc indic6 que se

presentaban diferencias entre el grupo control y todos los demés grupos, excepto

> CON

@ ~o- CLFCN
P - Cl-Veh
A Gifm-FCN
~0- Glfm-Veh

Consumo de Salina
(% de linea base +/-eem)

Adql Adq2 Prueba

Figura 14. Resultados de las adquisiciénes del condicionamiento aversivo al sabor
de salina. El porcentaje de linea base se obtuvo tomando como 100% la media
aritmética del consumo de las dos maiianas precedentes a la presentacion del sabor
(sacarina). (eem) error estdndar de la media. (adq) adquisicién. p=0.01 con
respecto a todos los demés grupos. * p<0.01 con respecto al control.

el grupo CI-FCN (CON vs CI-Veh, p<0.001; CON vs Glfm-FCN, p<0.001; CON vs

Glfm-Veh, p<0.001). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
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entre el CON y el grupo CI-FCN. Adicionalmente se encontraron diferencias
significativas entre el grupo CI-FCN y los otros grupos que recibieron implantes
(CI-FCN vs. CI-Veh, p<0.01; CI-FCN vs. GLfm-FCN, p<0.01 CI-FCN vs. Glfm-Veh,

p<0.05).

La revisién histol6gica de los cerebros (fig 15) mostré que en promedio los
injertos de tejido fetal tuvieron un crecimiento robusto en alguno de los lados de la
corteza insular, mientras que el del lado opuesto siempre tendi6é a ser mé4s
pequerio. No se observaron diferencias entre los injertos del grupo con FCN y el
grupo con vehfculo. En todos los casos al menos un transplante de un lado estaba
inclufdo en la corteza insular, aunque en general se observaron con un crecimiento
en columna dorsalmente, siguiendo la vfa de entrada de la jeringa, incluyendo en
algunos casos crecimientos ect6picos y transplantes aislados en corteza parietal. En
el caso de los injertos de Gelfoam se noté que en algunos casos hubo reabsorcién

del mismo y en general se observaron dorsales a Ia corteza insular.
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Figura15. Itados histolégicos de los imp de tejido feta, en diagramas de cortes coronales que incluyen a la corteza
insular. Los dibujos de los implantes hechos con csmara lucida (ver texto para una explicacién) fueron sobrepuestos y se
dibuj6 un grado de gris mas ocuro las 4reas de coincidencia entre los injertos, de tal manera que las dreas que solo fueron
incluidas por un solo injerto quedaron gris claro, y las que fueron cubiertas por todos los injertos negras. Arriba se muestra
la sobreposicién de los injertos del grupo CI-FCN y abajo la del grupo CI-Veh. En el renglén inferior se muestra el mimero
de coincidencias que cada tono de gris representa.




Discusién

Los resultados muestran que en la evocacién del condicionamiento aversivo
a los sabores (CAS), tanto los grupos control y los dos que recibieron injertos de
tejido fetal fueron capaces de evocar la respuesta. En el caso de los controles el
resultado fué el esperado, debido a que se sabe que el condicionamiento aversivo a
los sabores produce una respuesta robusta que se puede manifestar dfas y hasta
meses después de la adquisicion (Garcia, 1990). En el caso de los grupos con
injertos fetales (CI-FCN, CI-Veh) el hecho de que la respuesta se haya presentado,
es un indicio de que éstos injertos promovieron la recuperacién, dado que la lesién
que habfan recibido anteriormente a la implantacién inducfa que la respuesta no
pudiera ser manifestada, como se observé en el caso de los grupos con implantes
de Gelfoam (GIfm-FCN, Glfm-Veh), los cuales al no poder recuperar la funcién,
presentaron resultados similares a animales con lesién de la corteza insular (fig 8,
Experimento 1). En el caso de la evocacién del CAS, es de notarse que la aplicacién
del factor de crecimiento neuronal (FCN) no parece ejercer ningun efecto, ya que
tanto los animales que recibieron transplantes de corteza insular (CI) fetal con FCN
como los que lo recibieron solo con el vehiculo recuperaron la capacidad para
evocar; mientas que los grupos Glfm-FCN y Glfm-Veh no pudieron recuperar y
sus resultados son muy similares, a pesar de que el grupo GIfm-FCN recibi6 el
factor, lo qﬁe sugiere que la recuperacién de la evocacién es un proceso
independiente del FCN. No asf la recuperacitn de la capacidad para adquirir un

nuevo CAS. Como era de esperar, los animales que recibieron transplantes con el
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FCN (CI-FCN) fueron capaces de en dos ensayos obtener valores de aversi6n
similares al control cuando fueron reentrenados para adquirir una nueva aversién
condicionada (fig 14), pero ningtin otro grupo implantado mostré recuperacion,

incluyendo el grupo CI-Veh que si habfa mostrado recuperacién para la evocacién.

Los resultados para la adquisicién (fig 14) replican los resultados obtenidos
por Escobar, Russell et al. (en prensa) en los que a los 15 dfas post-transplante no
se observa una recuperacién de la capacidad para recuperar el CAS en animales
transplantados, a menos que hayan sido adicionados con FCN. Los resultados aquf
mostrados difieren en el hecho de que fué necesaria la presentacién de dos ensayos
de adquisicién para poder observar una recuperacién con valores similares al
control, cuando en los modelos descritos hasta ahora solo un ensayo era suficiente
para obtener valores similares al control. Esta discrepancia puede ser debida a
alguno de dos factores; el primero, como se indic6 en el procedimiento, el dfa de la
primera prueba la temperatura del cuarto en donde habitaban todos las ratas tuvo
un fuerte aumento, lo cual tiende a producir que todos los animales beban més
liquidos de los que normalmente consumen. Atin en este caso, el efecto diferencial
de la aplicacién del FCN (aplicacién= recupera, solo vehfculo= no recupera) sf
pudo hacerse patente dado que el grupo CI-FCN tuvo un valor de porcentaje de
Iinea bese significativamente menor que los demds grupos con implante, pero
también estd significativamente més alto que el control, por lo que no se puede
aceptar la hip6tesis nula de que no h;y diferencia entre controles e injertados con

CI y FCN. El hecho de que los animales controles sf hayan mostrado una aversién

85.



a pesar de la alta temperatura, indica que posiblemente ésta explicacién no sea la
més correcta, ya que si hubo ratas que a pesar de las condiciones pudieron
manifestar la respuesta, entonces queda sin resolverse la cuestién del por qué no
pudieron manifestar la aversién, mientras que el grupo control sf. Una respuesta a
ésta pregunta puede ser que los animales del grupo CI-FCN presentaban una
recuiaeracién parcial, por lo que necesitan de reentrenamiento, y la alta
temperatura solo amplific6 un efecto que ya estaba presente. Los estudios
anteriores en la literatura no presentaron éste efecto probablemente debido a que
entre aquellos y los presentes existen algunas diferencias metodolégicas. La
primera diferencia radica en que los animales del presente trabajo ya habfan
pasado previamente por una adquisicién y prueba de condicionamiento aversivo a
sacarina, lo que puede interferir con la adquisicién del nuevo condicionamiento
aversivo a la salina. La segunda diferencia, y probablemente la mé4s importante, es
que en éste experimento se utiliz6 por primera vez un transplante fetal en una
lesi6n inducida por la neurotoxina N-Metil-D-Aspartato (NMDA) en la CI; en los
modelos anteriores de corteza insular solo se habfan utilizado lesiones
electroliticas. Esta diferencia en el tipo de lesién también llevé a una diferencia en
la morfologfa de los transplantes, quedando éstos en forma de columna en el eje
dorsoventral, en cambio los injertos en lesién electrolitica tienden a quedar
contenidos en la zona de la lesi6n (Escobar et al., 1989). Esta diferencia
posiblemente sea la causa de la discrepancia entre resultados, de tal manera que
los transplantes son més eficientes en lesiones electroliticas que en lesiones de

NMDA.
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La similitud anatomica gruesa que mostraron los injertos fetales con o sin el
FCN, asf como la observacién de que en ambos la presencia de la enzima
Acetilcolinesterasa era mucho mis baja que en el cerebro circundante, sugiere que
es por similitudes por las que ambos injertos fueron capaces de inducir
recuperacién de la evocacion. Sin embargpo, la discrepancia entre los grupos con o
sin el FCN en la adquisicién no puede ser atribufda a ningun factor observado, por
1o que posiblemente se deba a diferencias en el metabolismo de los injertos y a
contenido y secreci6n de sustancias neuroactivas, como se ha sugerido por otros

autores {(L6pez-Garcla et al., 1990).
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES.
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Los resultados mostrados en el Experimento 1 indican que las lesiones post-
consolidacién producen que la evocacién de las respuestas de condicionamiento
aversivo a los sabores (fig 8) y de prevencién pasiva {fig 6 y fig 7) no se manifieste.
Este efecto indica que la corteza insular es necesaria e indispensable para el
proceso de memoria a largo plazo para estas tareas. Se sugiere por tanto que la
corteza insular es una estructura que participa ya sea en la retencién o la evocaci6n
de éstas tareas. El aumento en el consumo tanto de las ratas controles y las
lesionadas debido a la presentacién de la solucién de salina (fig 9) indica que
ambos grupos fueron capaces de percibir el sabor diferente, mostrando una

preferencia por este.

De esta manera se complementa la serie de resultados obtenidos en donde
se demuestra la participacién de la CI en la adquisicién (Benjamin y Pfaffman,
1955; Braun, Lasiter y Kiefer, 1982) y consolidacién (Bermudez-Rattoni y
McGaugh, 1991) del condicionamiento aversivo a los sabores, asf como de la
prevencién pasiva (Bermtdez-Rattoni. Introini-Collinson y McGaugh, 1991). Las
deficiencias en la evocacién del CAS se adjudican a un problema en la capacidad
de aprender y de memoria, dado que la suposicién de que las deficiencias sean
debidas a problemas en la percepcién e integracién de los estimulos debido a las
lesiones, no se sostiene debido a que experimentos previos realizados en nuestro y
en otros laboratorios indican lo contrario. En particular, en el caso del CAS,

experimentos realizados por Braun, Lasiter y Kiefer (1980) encontraron que ratas
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con ablacién de la corteza gustativa (inclufda la CI) muestran una curva de
discriminacién de un gradiente de molaridad para los cuatro sabores bésicos
(dulce, salado, dcido y amargo), que aunque los valores absolutos fueron diferentes
a los controles (las lesiones de corteza gustativa tienden a disminufr el consumo de

Ifquidos en general), el umbral de discriminaci6n fué idéntico.

Las observaciones realizadas por los primeros grupos que se interesaron en
la participacién de estructuras de la corteza cerebral en el condicionamiento
aversivo a los sabores muestran una clara participacién de la CI en el aprendizaje
de ésta conducta (Braun, Lasiter y Kiefer, 1980; para una revisién). Recientemente
se ha mostrado la participacién de la CI en la consolidacién del CAS (Bermudez-
Rattoni y McGaugh, 1991) y los resultados aqui mostrados indican que la CI estd
involucrada ademds en la memoria a largo plazo de ésta conducta. Todo esto
sugiere que la corteza insular es un sustrato neuroanatéxﬁico importante en todas
las fases del contfnuo aprendizaje-memoria del condicionamiento aversivo a los
sabores. Se puede suponer que la CI est4 involucrada en las cuatro fases descritas
en el capftulo 1 (adquisicién, consolidacién, retencién y evocacién) dado que las
lesiones durante cualquiera de éstas fases impiden la manifestacién de la respuesta
aprendida. Sin embargo la utilizacién de lesiones permanentes (electrolfticas y por
neurotoxinas) no descartan contundentemente la posibilidad de que la
participacién de la CI sea solamente en la fase de evocacién dado que

independientemente de qué modelo se esté utilizando (incluyendo el presente) los
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animales se encuentran lesionados cuando se les presenta el sabor de prueba. El

experimento que se describe en la siguiente seccién aclara este problema.

La participacién de la CI en la prevenci6n pasiva no presenta el problema
antes descrito, dado que se ha podido estudiar por medio de lesiones reversibles,
en las que se administra localmentre en la CI un farmaco (particularmente
tetrodotoxina) que inactiva temporalmente la regi6n, dejindola completamente
funcional una vez que se ha disipado el efecto. En estudios realizados por
Bermtdez-Rattoni, Introini-Collinson y McGaugh (1991) se encontré que la
inactivacién por tetrodotoxina de la corteza insular antes e inmediatamente
después del condicionamiento de prevencién pasiva producen deficiencias en la
prueba 48 hrs més tarde. Estas deficiencias pueden ser atribufdas directamente a
una participacién de la CI en el aprendizaje y la consolidacién respectivamente, ya
que durante la evocacién de la respuesta, la CI de los animales se encontraba
intacta, por lo que no 'se pueden atribufr las deficiencias observadas a una
participacién de la CI solo en la evocacién de la respuesta. Por lo tanto, los
presentes resultados aportan la nocién de que la CI estd adicionalmente

involucrada en procesos de memoria a largo plazo de la prevencién pasiva.

Los resultados presentados en el Experimento 2 muestran que la
recuperacién de la capacidad para evocar la memoria del condicionamiento
aversivo a los sabores, a partir de déficits inducidos por lesiones de la CI, es

posible mediante la utilizacién de la técnica de implantes cerebrales. La
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implicacién directa de éste resultado sobre el modelo de la participacién de la CI
en el condicionamiento aversivo a los sabores es que ésta 1iltima no puede ser el
substrato de la retencién de la memoria, dadoe que su destruccién (lesién) produce
deficiencias que pueden ser remediadas, lo que implica que el sustrato
neuroanatémico de la retencién debe localizarse en otras regiones, si es que se
pudiere llegar a definir una o varias regiones especificas. Sin embargo, éstos
resultados indican una importante participaci6n de la corteza insular en el proceso
de evocaci6n de la memoria de la aversién condicionada al sabor. La participacién
en las primeras fases del continuo aprendizaje-memoria (adquisicién y
consolidacién) no ha podido ser bien elucidada, sin embargo existen algunas
evidencias que apuntan a una participacién de la CI directamente sobre la fase de
adquisicién. En estudios preliminares (Bermudez-Rattoni, comunicacién personal)
se ha observado que la inactivaci6n reversible de la corteza insular por medio de
tetrodotoxina pre-adquisicién produce deficiencias en la prueba, sin embargo la
participaci6n sobre la consolidacién no ha sido esclarecida. Otra evidencia de la
participacién de la CI sobre la adquisicién del CAS es la observacion de
recuperacién de la capacidad de adquirir CAS de ratas lesionadas por medio de
transplantes fetales pre-adquisicion (Bermiidez-Rattoni et al., 1987), lo cual indica
que probablemente sea ésta fase la que se vea impedida por las lesiones y
recuperada por los transplantes. Una importante evidencia de ésta participacién de
Ia CI en la adquisicién se encuentra implfcita en los datos aqui presentados,
mostrado por el hecho de los animales con implantes de CI, pero sin el Factor de

Crecimiento Neuronal (grupo CI-Veh) fueron capaces de evocar la respuesta
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adquirida pre-lesién pero incapaces de adquirir un nuevo condicionamiento atin
con dos adquisiciones, lo cual indicarfa una disociacién del efecto de Lesion-
Recuperacion en la evocacion, del de este efecto en la adquisicién. Si el efecto de
las lesiones de CI sobre el CAS fuera solo sobre la fase de evocaci6n, y fuera ésta
fase la que se recuperara por medio de los transplantes, no deberfa haberse
observado la disociacién, dado que los animales del grupo CI-Veh tenfan
transplantes capaces de recuperar la evocacion (fig 13), pero atin asf no pudieron
adquirir una nueva respuesta aversiva al sabor (fig 14). Adicionalmente, el hecho
de que los animales con transplantes de CI con el Factor de Crecimiento Neuronal
(grupo CI-FCN) fueran capaces de recuperar la evocacién de una respuesta
previamente aprendida (fig 13) y ademés la adquisicién de una nueva (fig 14), a
diferencia del grupo CI-Veh que no recibi6 el FCN, indica que la recuperacién de
la capacidad para evocar es un proceso independiente del factor tr6fico, mientras
que la recuperacién de la adquisicién (por lo menos a los 20 dfas post-implante) es
un proceso dependiente de FCN exégeno. Esto apoya aiin méas la nocién de la

disociacién del papel de la CI en la adquisicién y en la evocaci6n.

Existen dos posibles propuestas de mecanismos por los cuales la CI esté
actuando sobre la evocacién de la respuesta de CAS, que contengan a los datos
previos en la literatura y a los presentes (fig 16). La primera propuesta establece
que la CI podria ser el sustrato anatémico que subyace a la entrada y salida de la
informacién para el CAS, de tal manera que las conexiones de ésta estructura con

el resto del sistema, constituirfa su funcién principal. La segunda propuesta
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establece que la CI pudiera servir de entrada de la informaci6n, pero solo tuviera
una‘accién tonica sobre las estructuras que subyacen a la retencién y/o evocacién.
Esta segunda propuesta parece ser méas plausible que la primera dado que la
observacién de la recuperacién de la evocaci6n se d4 a los 15 dfas post-implante
sin FCN que podrfa acelerar la formacién de éstas conexiones, tiempo
relativamente corto para que pudiesen aparecer conexiones entre el tejido huésped
y el hospedero (Escobar et al., 1989). Dada esta consideracion, las acciones tonicas
que ejerciese la corteza insular sobre el resto del sistema pudieran ser de tipo
difusibles o humorales, tales como factores tr6ficos endégenos o
neurotransmisores. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que

existieran conexiones transplante-hospedero que favorecieran la recuperacién.

Dentro de los aspectos de este trabajo que serfan importantes de seguir
estudiando serfa la posibilidad de las conexiones sindpticas funcionales a los 15
dfas post-implante, posiblemente a través de métodos electrofisiolgicos, también
serfa conveniente la elucidacién de qué componentes de los implantes sean los
inductores de la recuperacién. Esto tiltimo pudiera ser estudiado mediante la
implantacién de diferentes tejidos del SNC los cuales tuvieran diferentes
composiciones, o la administracién aguda o ténica de factores difusibles, tales
como los neurotransmisores u otros factores. También queda por encontrar el
sustrato neuroanatémico del trazo de memoria, aunque este problema ha sido

elusivo a la neurobiologfa desde hace m4s de medio siglo de investigacién.
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Figura 16. Esquema de los posibles mecanismos por los cuales la corteza insular se encuentre
involucrada en la adquisicién y la evocacién (ver texto de la discusi6n general). Arriba se
esquematiza la posibilidad de que la corteza insular sea la base ffsica de la entrada y salida
de la informacién. Abajo, la corteza insular pudiera solo modular la evocacién por medio
de factores difusibles. El sustrato anatémico de la retencién se desconoce.
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Tomando en conjunto los resultados obtenidos en ambos experimentos

ademés de las consideraciones hechas hasta ahora, se puede concluir que:

- En la tarea de prevencién pasiva, la medicién de la variable de estancia en cada
compartimento en un tiempo determinado, aporta datos consistentes con la

medici6n de la latencia, por lo que se puede utilizar para constatar la tarea.

- Es posible obtener injertos del tejido funcionales, si son implantados en lesiones

corticales inducidos por la neurotoxina N-Metil-D-Aspartato,

- La corteza insular de la rata no solo est4 involucrada en los procesos de -
adquisicién y consolidacién, como se ha reportado, del condicionamiento
aversivo a los sabores, sino también en los procesos de memoria a largo plazo

(retencién y evocacién).

- Esta estructura no es el sustrato anatémico del trazo de memoria para el
condicionamiento aversivo a los sabores, pero es indispensable para su
evocaci6n. No se descarta, sin embargo, la posibilidad de que la corteza insular

sea necesaria para mantener el trazo en otros substratos.

- Las lesiones de corteza insular no afectan la capacidad de los animales para

discriminar el sabor.
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- El proceso de recuperacién de la evocacién del condicionamiento aversivo a los
sabores por medio de implantes de tejido fetal es independiente del factor de
crecimiento neuronal; mientras que la recuperacién de la adquisicién sf depende
de este factor. Estas dos fases del continuo aprendizaje-evocacién son dos

entidades que utilizan diferentes mecanismos neurofisiolégicos.
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