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ResUMEN

Estudios previos han demostrado que implantes fetales
corticales son capaces de inducir recuperacion en la habilidad para
adquirir un condicionamiento aversivo al sabor (CAS) y la tarea de
prevencion pasiva en ratas lesionadas en la corteza insular (Cl). Con el
fin de probar los efectos que estos implantes tienen sobre la habilidad
para evocar la memoria de un CAS adquirido previo a la lesidn, se
realizaron los siguientes experimentos. En un primer experimento, ratas
fueron entrenadas en un CAS pareando un sabor de sacarina con un
malestar gdstrico inducido por una inyeccion ip de cloruro de litio.
Cuatro dias después, todos los animales excepto un grupo control
intacto (CON) fueron lesionados bilateralmente en la CI mediante
microinyecciones de N-Metil-D-Aspartato y 10 dias después los
animales lesionados fueron divididos en tres grupos: Uno recibié en las
areas lesionadas implantes homotdpicos de CI fetal de 15 dias de
gestacion (CxI), otro recibié corteza occipital, y uno permanecié
lesionado. Cuarenta y cinco dias después de la implantacién, todos los
animales fueron probados para la retencién al CAS a sacarina, vy
después reentrenados para un nuevo CAS al sabor de salina. Ambos
grupos implantados mostraron un recuerdo del CAS a sacarina similar
la grupo CON, pero solo el grupo Cxl mostré adquisicion del nuevo
CAS a la salina. En un segundo experimento, ratas fueron entrenadas
para CAS a sacarina y lesionados 4 dias mas tarde. En este caso los
animales lesionados fueron divididos en cuatro grupos, un grupo
(CI+FCN) recibidé CI fetal suplementado con factor de crecimiento
neuronal (FCN), otro recibié ClI fetal con vehiculo (CI-Veh), y dos
grupos mas recibieron implantes de gelfoam embebidos en FCN 0
vehiculo, respectivamente. Los animales fueron probados 15 dias -
después del implante para la evocacién del CAS a sacarina, y
reentrenados con salina. Ambos grupos con implates de CI fetal
recuperaron el recuerdo del CAS a sacarina; pero solo el grupo CI+FCN
también recuperd la habilidad de aprender el nuevo CAS a salina. Los
grupos que recibieron gelfoam embebido ya sea con FCN o vehiculo no
recuperaron ni el recuerdo ni la capacidad de aprender los CAS. Se
concluye que 1mplanteb de corteza fetal en la CI lesionada son capaces
de inducir recuperacion de la capacidad de recordar CAS adquiridos
previos a la lesién, aunque solo implantes homotdpicos a los 45 dias
“post implante, o a los 15 con suplemento de FCN, inducen recuperacién
de la habilidad para aprender CAS. Los resultados sugieren que los
mecanismos implante-hospedero que permlten la recuperacion del
recuerdo son distintos de los de la recuperacién de habilidades de
aprendizaje. |
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ANTECEDENTES.

I. El Estudio Cientifico de la Memoria.

[.os primeros trabajos cientificos sobre el estudio de la
memoria se remontan a 1885, cuando Herman Ebbinghaus
anuncié un método de estudio-prueba y los resultados
experimentales que con él obtuvo. El procedimiento consistia
en aprender una larga serie (de 20 a 50) palabras sin sentido y
probar escribir las mas palabras posibles que se recuerden. Esta
tarea se repite con diferentes tiempos entre el estudio y la
prueba. Ebbinghaus encontré que el recuerdo se podia dividir
en cdos tases, una en la que el recuerdo era bueno, pero;caia
rdpidamente al aumentar el intervalo entre el estudio y la
prueba, y otra después de esta caida en que se alcanzé un
nivel relativamente estable (fig. 1). A la primera fase le llamoé
memoria a corto plazo, y a la segunda memoria a largo plazo.
Esta disociacion entre las dc- fases se encontrd en casos de

lesiones cerebrales experimentales.

Por otro lado, observaciones clinicas habian ayudado al

avance del conocimiento de la memoria y sus bases neurales,
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pero faltaba una interaccion reciproca entre la clinica y la
investigacion experimental que estimulara mayor avance.
Por ejemplo, la distincion reciente y ampliamente aceptada
entre los tipos declarativo y no declarativo de memoria, que
tienen correspondencia con la descripcion de Ebbinghaus 70
aflos antes, surgid a partir de investigaciones encaminadas a
encontrar qué tipos de memoria se pierden y cudles son
mantenidos después de ciertos tipos de dafio cerebral. Esta
distincion entre tipos de memoria tué necesaria para poder
encontrar cuales eran las diferentes estructuras cerebrales
usadas en cada una, y para poder asi entender diferentes tipos
de amnesia (Squire,' Knowlton & Musen, 1993). Aunque
todavia existe gran controversia acerca de cémo definir Vl_as'
tases y los tipos de memoria, si existe un consenso en que el
estudio de la memoria desde el punto de vista
neurofisioldgico debe incluir divisiones por fases y tipos.
La propuesta hecha por Donald Hebb_ (1949) de que la
memoria se podrfa explicar por medio de cambios en la
capacidad de transmision de las conexiones (sinapvsis) entre
~las neuronas, formando dei esta manera circuitos (»r_ecies)‘

neuronales que podrian cambiar con la experiencia, tenia

como intencién explicar como estas redes neuronales (que él



Factor 1

Factor 2
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Figura 1. Esquema del tipo de resultados que obtuvo H.
Hebbinghaus que le lleyd a postular que la memoria
consiste en por lo menos dos factores discernibles. El
Factor 1 se denominé como memoria a corto plazo, y el
Factor 2 como memoria a largo plazo.

llamaba "secuencias de fase" y “ensamblajes celulares”)
podian explicar fenémenos tales como la percepcién y la
memoria. Esta idea ha prevalecido hasta nuestros dias y es
fundamento de la mayoria de los estudios sobre las bases
fisicas de la memoria. Sin embargo, como lo sedala
Rosenzweig (1996), la mayoria de los cientificos en

neurociencias se han concentrado mds en cémo los cambios
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sindpticos pueden almacenar la informacioén, y no cémo los

circuitos neuronales pueden procesar dicha informacion.

Los investigadores han propuesto una variedad de
circuitos neurales y redes en los cuales la informacién puede
ser almacenada y las respuestas de memoria procesadas. Los
circuitos neurales varfan desde cadenas neuronales simples

hasta circuitos paralelos distribuidos.

La cadena neural mdas sencilla es el arco reflejo
monosindptico, y esta ha sido utilizada para describir el
mecanismo de un aprendizaje sencillo (habituacién) del
reflejo de contraccion de la branquia en el molusco Aplysia
(p.e. Kandel, Schacher, Castelluci & Goelet, 1987; Kupferman
& Kandel, 1969). Muchos circuitos neurales sencillos reciben
entradas desde, o son supeditadas por, circuitos de orden
superior, y la plasticidad inducida por aprendizaje puede
ocurrir en este nivel. De'ésta manera, en el condicionamiento
del pdrpado de los animales, parece ser que el sitio de
plasticidad necesario para el condicionamiento es un circuito
de orden superior en el cerebelo (Lavond, Kim & Thompson,
1993), mientras que el circuito del reflejo basico en el ‘tallo‘.
‘cerebral no muestra cambio durante el apf_endizaje. Adn en
donde se han encontrado cambios sindpticos en un arco
reflejo monosinz’lpt’ico,los cambios necesarios y suficientes

para que se dé el aprendizaje y la memoria pueden también
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darse en otras partes del sistema nervioso. De esta manera, la
respuesta de contraccion de la branquia en la Aplysia persiste
y puede ser alterada por entrenamiento después de la
remocién quirargica del ganglio abdominal. El sistema
nervioso central (SNC) de la Aplysia entra en un estado
suprimido después de que el animal ha ingerido alimento o
ha tenido actividad sexual, pero aun cuando el SNC esté
inactivado, el animal todavia es capaz de mostrar la respuesta
de contraccién de la branquia, mediado por el sistema
nervioso periférico. Asi, la circuiteria neural de la respuesta
de contraccién de la branquia incluye células del sistema
periferico, y por ello esta conducta es més compleja de lo
esperado, y mucho depende de pequenas células difusas que
son inaccesibles al actual estudio de la neurofisiologia
(Leonard, Edstrom & Lukowiak, 1989).

Muchas de las teorias recientes sugieren que elvr‘nismo
ensamble de neuronas pueden codificar muchas memorias
diferentes, cada neurona p‘articipan_d_o :e'n»mayor 0 menor
medida en una memoria particular (McNaughton & Morris,
1987). Investigaciones recientes sugieren que la modificacién
de la respuesta de contraccion de la branquia en la Aplysia
pudiera depender de procesamiento distribuido en paralelo
en un ensamble muy grande de neuronas, méas que en unas

cuantas neuronas en un arco reflejo monosindptico. Los



diferentes tipos de respuestas mediados por estas neuronas
paracen ser generados por actividades alteradas de una gran
red distribuida tnica, en lugar que por pequenas redes

separadas, cada una dedicada a una respuesta particular.

Las investigaciones de aprendizaje y memoria en aves
y mamiferos indican que involucran sitios neurales
ampliamente distribuidos en el cerebro, tal como Hebb
supuso como probable para los ensambles celulares. Los
estudios de Thompson y colaboradores (Lavond et al., 1993) se
han centrado en aislar el circuito neural necesario para el
relejo del parpadeo condicionado, y han encontrado su locus
en nicleos cerebelares, pero aseguran que otras estructuras,
incluyendo el hipocampo y la corteza cerebral juegan papeles
importantes en aprendizajes més complejos, asi como ser a su

vez influenciados por estos substratos.

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
enfocandose en conducta compleja e interacciéon informé_tiéa
con el medio ambiente,'o en comunicacién interneuronal vy
relaciones entre eStructuras del_sistéma' nervidso'central, 0
inclusive en procesamiento de seftales y transduccion al nivel

celular o molecular.
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En la actualidad, se considera que un organismo que es
sometido a condiciones que produzcan aprendizaje,
considerado como un cambio relativamente permanente de
la conducta debido a la experiencia, debe sufrir cambios

biolégicos que sustenten este cambio.

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 estas estructuras funcionales, que no
necesariamente estdn en la misma localizacidon anatémica,
son las células del sistema nervioso central (SNC),

principalmente las neuronas. La estructura funcional que

conforma la memoria debe, por tanto, tener esta base fisica. El

atribuir a la memoria .caracteristicas del s’ustr‘ato
neurofisiol6gico implicﬁa la localizacién de estructuras
neuronales cuya conectividad cambie, produciendo vias
nuevas con mayor preferencia que en ultima instancia

representa el trazo de memoria, la base material de la

informacién almacenada. Esta sugerencia no debe excluir la
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participacion de varias subestructuras diversas del sistema
nervioso central; sin embargo esta "localizacién distribuida
~del trazo de memoria" debe de distinguirse ..e una "memoria
distribuida", dado que este tultimo concepto implicaria una
equipotencialidad de todas las estructuras del SNC para
cualquier tarea de memoria, lo cual ha sido descartado por

estudios de los dltimos 50 afos.

El principio de equipotencialidad de drea postulado por
Karl S. Lashley en su ya clasico trabajo de 1950 (Lashley, 1950)
dice que “...el trazo de memoria estd localizado en todas partes
del drea funcional; que varias partes son equipotenciales para
su mantenimiento y activacién”. (p.301, el subrayado vy
traduccién es nuestro).  El postulado limita la
equipotencialidad al drea funcional especifica de cada trazo de
memoria, sin embargo éxcluye que el trazo se encuentre
distribuido homogéneamente en la ‘corteza. Estudios més
recientes, principalmente en el _mt)l_uéco Aplysia (Kandél‘et :
al., 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. Sin elﬁbargo' ha servido
como principio para un sinntimero de estudios sobre la
neurofisiologia de la memoria y parece conservarse salvo en

los trabajos mencionados.
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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 formacion, retencidn y evocacion del trazo.
Como se menciond, la distincién cominmente aceptada
entre memoria de largo plazo (MLP) y memoria de corto
plazo (MCP) deriva de los estudios cldsicos de Ebbinghaus a
fines del siglo pasado, quien sugirié que después de que la
informacién fuera almacenada en la MCP, ciertos procesos
dépendientes del tiempo eran necesarios para consolidar
(hacer permanente) una trazo de memoria a largo plazo.
También encontrd 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 |
confirmaron estas sugerencias y elucidaron de manera mds
ptecisa el curso temporal de la MCP 'y de ld consolidacién de
la MLP (Agranoff, Davis, Casola & Lim, 1967; Duncan, 1§49; |
Flexner, Flexner & Steller, 1963; Flood et al., 1986; McGaugh,
1966). |

Estos estudios permiten formar un bosquejo de la
funcién temporal que atraviesa el continuo aprendizaje y la

memoria (fig. 2). La informacién entra al organismo en forma
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de estimulos que actiian sobre los sentidos, lo que puede tener
una reaccion inmediata (reflejo, adaptacion sensorial, etc.) o
no, pero en el caso del aprendizaje esta estimulacién es
asociada con una segunda, diferente pero contingente, de
origen externo o interno. El organismo debe quedar
relativamente intacto por un tiempo corto (minutos u horas,
dependiendo de los estimulos) para que esta asociacién se
pueda mantener por largos periodos (se consolide), después
de lo cual muy pocas alteraciones del organismo afectan el
fendémeno de que la presentacion del primer estimulo evoque

la respuesta del segundo (recuerdo).

Esta sobresimplificacic’m de las fases de memoria (fig. 2)
no considera explicitamente los diferentes tipos, vy
aprendizajes mas complicadbs, pero muestra los estados del
organismo durante un procedimiento de apréndizaje y su
posterior. recuerdo, de una manera mterpretable para todos
los tipos de aprendlza)e y memoria, mcluyendo los abarcadoq
en el presente trabajo. "

~ Son a estos estados y fases de memoria representado_s
en la fig. 2 por los que pasa el organismo a los que los
présentes experimentos se encaminaron a estudiar, por Io que
no se menciona aqui una interpretacién y modelos mas

exhaustivos de las fases y tlpOS de memoria.
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LTS D

Estimulos Estimulo Respuesta

Figura 2. El continuo aprendizaje-evocacion. En el lado
derecho se muestran la adquisicion (presentacion de
una contingencia de estimulos) y la consolidacion
(retencidn por corto tiempo de ésta informacion, asi
como la transformaciéon a memoria de. largo plazo), que
son las dos etapas que pertenecen a la memoria a corto
plazo (MCP). A la izquierda se muestran la retencion
(mantener latente la capacidad de respuesta en el

tiempo) y la evocacion (la emision de la respuesta ante
los estimulos adecuados), ambas etapas de la memoria a
largo plazo (MLP). -

Rescorla y Holland en 1982 (Rescorla & Holland, 1982),
sefialaron un problema en el estudio de la memoria que
habia sido descuidado por la gran mayoria de las

investigaciones: el problema de la expresion del aprendizaje.
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La observacion de que en los condicionamientos pavlovianos
la respuesta condicionada rara vez era idéntica a la respuesta
incondicionada, llevaron a algunos autores {p.e. Rescorla,
1988) a postular que la expresién o evocacion de las respuestas
aprendidas era un proceso relativamente independiente del
aprendizaje. No es dificil generar explicaciones para el
descuido histérico de los temas de la expresion en el campo
del aprendizaje animal. En el campo de la psicologia
experimental na habido por mucho tiempo una disposicion
para tratar al aprendizaje como inseparable de la respuesta
usada para medirlo. La orientaciéon estimulo-respuesta de
Thordike patrociné en gran medida esta distorsién, asi como
el positivismo légico ortodoxo, opacando la distinciéon entre
los experimentos, que necesariamente miden una respuesta
particular a una estimulo particular, y las interpretaciones
tebricas de lo que es aprendido, y por tanto del distinto

proceso de evocacion.

De tal manera que el proceso tradicionalmente llamado
aprendizaje, es en realidad una suma de varias fases
consistentes en (fig. 2): é)Adquisicidﬂ, 0 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
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la experiencia concreta recién percibida. c)Ketencion, 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)Evocacidn, expresion de conductas

determinadas por experiencias de aprendizaje anteriores.

Las tres primeras fases del continuo arriba descrito no
son en realidad observables, al menos en estado actual de su
estudio, sin embargo son inferibles a partir de los diferentes
efectos observados en la evocacion de la respuesta. Es de
notarse que en esta vision es posible aceptar, al menos en
teorfa, 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 se
realizan durante alguna o algunas de las fases inferidas y no
‘necesariamente antes del aprendizaje, ademds de resaltar el
problema de que las manipulaciones experimentales previas -
al aprendizaje pueden estar afectando_'solo;a}lgmia» o algunas
de estas fases y no el proceso integro y -total-(pai‘a una revision

‘de este problema, ver Spear, Miller & Jagielo, 1990).

17,



ILE! Condicionamiento Aversivo a los Sabovres.

El condicionamiento aversivo a sabores es un
paradigma que basicamente consiste en la presentacion de un
sabor novedoso seguido por un malestar o irritacién gastrica,
lo cual produce que los animales eviten ingerir substancias

que tengan el sabor.

La descripcién hecha en 1955 por John Garcia y cols.
(Garcia, Kimeldorf & Koelling, 1955) de una aversién
condicionada a la sacarina inducida por exposicién a rayos
gamma, no solo causd gran interés por exponer que la
radiaciéon gamma podria constituir un estimulo conductual,
tomando en cuenta que antes de ello se consideraba
imperceptible, sino también la peculiaridad de que bastaba un
solo pareamiento para producir una respuesta robusta. El
problema se complicé mas cuando 'es_tud»iois’ 'posteriores
demostraron que se continuaba presentando', aun cuando el
intervalo entre la presentacion del sabor y del malestar fuera
de varias horas (Garcia & Koelling, 1966). Estas peéuliaridades
no pudieron ser fdcilmente explicadas por el marco tedrico

prevalente de aprendizaje y memoria.

En el paradigma pavloviano, un estimulo (estimulo

~incondicionado, EI) que provoca una respuesta (respuesta

18.



incondicionada, RI) es pareado con otro estimulo (estimulo
condicionado, EC) que no provoca la respuesta Rl Los dos
estimulos son pareados de tal manera que sean contiguos y
que el EC pueda proveer informacion acerca del EI (Rescorla,
1988). El aprendizaje se puede inferir cuando la presentacion
del EC produce una respuesta similar a la RI, denominada

respuesta condicionada (RC).

Aunque se considera al condicionamiento aversivo a
los sabores como una ftorma de condicionamiento clasico, 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 si mismo. El malestar
puede identificarse como el El y la evitaciéon del sabor como la
RC. No existe, sin embargo, una RI claramente identificable,
es decir, el malestar no parece producir un modificacién de la
conducta similar a la evitacidn "del sabor. dado que este
tltimo ya no estd presente, Un condicionamienfo aversivo al
sabor puede ocurrir sin una RI observable (Garcia, McGowan
& Green, 1972). Generalmente se ha aceptado conceptualizar
a este paradigma con sélo las tre's variables evidentes, sin
embargo, se han postulado soluciones pafa obtener una

conceptualizacién mds adecuada.
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E] ———e——ep RI (Reflejo

incondicionado)

(EC) m———seep 0 (Estimulo neutro,

sin respuesta)

EI RI
EC 0
(EI) (RI)
EC ———p RC

Figura 3. Esquema representando el proceso del
condicionamiento cldsico, descrito por Paviov (1927,
1994)., Se comienza con un estimulo incondicionado
(EI) que produce un reflejo o respuesta incondicionada

(RI). Por otro lado, hay un estimulo neutro que no
produce la RI, y que es el que serd después del
“condicionaminto el estimulo condicionado (EC). El
~condicionamiento consiste en presentar
contingentemente ambos estimulos varias veces, lo
que produce que eventualmente el EC produzca una
respuesta condicionada (RC) muy similar a la RIL

(Condicionamiento)

(Respuesta condicionada,
Aprendizaje)

Una soltucién al problema la ha postulado K. C.
Chambers (1990) a partir de diversos estudios en donde se

analiza detalladamente la situacién de aprendizaje. Los
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estimulos  gustativos  pueden  provocar  respuestas
conductuales antes de la absorcion del alimento ademas de las
respuestas fisiologicas tales como salivacion y secrecion 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 mas
complejas han sido reportadas por Grill y Norgren (1978).
Ante los estimulos dulces, los animales mostraban
movimientos ritmicos de la mandibula con protusiones y
retracciones de la lengua resultando en una mayor ingesta.
Ante los estimulos amargos, en cambio, las protusiones de la
lengua eran mas largas y las retracciones se llevaban a cabo
con la mandibula casi cerrada, lo que producia que el liquido
se vertiera fuera de la boca y por ende en menor ingesta.
Cuando los animales sufren malestar después'del consumo |
de una sustancia que producia las conductas caracteristicas de

un sabor amargo.

‘Se puede asi identificar una RI de aversion a sabores,
aunque sigue el problema de que esta RI no se presenta con la
presentacion del EL; se puede observar que el malestar altera
la respuesta provocada por el sabor. Aunque la respuesta al‘

EC es apropiada a la presentacion del EI en que el malestar
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frecuentemente produce decrementos en el consumo, en el
condicionamiento aversivo al sabor el decremento no es
general como en le caso del malestar, si no especifico al EC. La
RC no es similar a la respuesta provocada por el EC antes del
condicionamiento, de hecho es opuesta. Consecuentemente
el EI no actia como el provocador de lo que serdn las
caracteristicas esenciales de ta RC, sino que cambia la
respuesta provocada por el EC de una forma (ingestiva) a otra

(aversiva) (Chambers, 1990).

Una segunda aproximacion tedrica para resolver el
problema de las peculiaridades del condicionamiento
aversivo a los sabores fué propuesta por el mismo Garcia
(1990). En su propuesta hace una reevaluaciéﬁ del
planteamiento pavioviano original (Paviov, 1927, 1994). En
éste planteamiento el estimulo incondicionado juega un
doble papel. En primer lugar es un estimulo a ser asociado
con otro, el EC, formando la diada ECFI En segundo lugar se-
asocia con un factor llamado retroalimentacién (RA)
formando la diada EI-RA. El Ctltimo'fac_tor es una propuesta
novedosa en teorfa del aprendizaje, que intenta llenar las dos
brechas tedricas destacadas por Skinne'_r (1989) en donde
afirma que cualquier descripciéon conductual tiene dos
brechas: una entre la accién estimuladora del ambiente y la

respuesta del organismo, y otra entre las consecuencias y el
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cambio conductual resultante. La solucion propuesta por
Skinner a estos dos vacios tedricos 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. fisidlogicos.

En la propuesta de Garcia (1990), el primer vacio tedrico
corresponderia a la diada EC-EI y el segundo vacio teorico
seria el EI-RA. La retroalimentacién (RA) consiste en todos
los fendmenos fisioldgicos y neurales derivados de la
presentacion del EL lo cual produce una transposicion del
valor hedonico que tenia el EI originalmente, en el caso del
condicionamiento aversivo al sabor el estimulo sdpido es el
El (a diferencia de la propuesta an'te'rior, en el que el sabor es
el EC'), con una RI consumatoria; al pfesentar’se después el
malestar gastrico (RA) el sabor sufre un cambio en su valor
heddnico convirtiéndose de palatable a aversivo, por lo que al
volverse a presentar el sabor la RI habra cambiado a una
evitacion (RC). En este caso desaparece el EC del modelo
Pavloviano tradicional, sin embargo no resulta necesario,
puesto que el mecanismo de RA es el que modifica
directamente la respuesta._,sLib_siguiente al El (sabor) y no la
contingencia entre dos estimulos. Aqui el punto clave seria
que los sabores poseen caracteristicas particulares que

concuerdan con una accidén interna, no una'externa como es
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en ¢l caso de la mayoria de los paradigmas de aprendizaje
animal. De esta manera si los estimulos son externos,
probablemente no alteren el valor de la RA sobre cada uno de
ellos, pero si serd importante su interaccion mutua, tal y
como Lo describe Pavlov. Si encambio el estimulo es interno,
tal como los sabores, drogas o rayos gamma, seguramente
afectard el valor de la RA, por lo que las leyes de interaccion
entre estimulos dependera de la organizacion particular del

organismo, y no de las Pavlovianas.

De una manera coloquial vy antropomc_)rfizando, se
podria decir que el modelo de Pavlov, revisado por
Chambers, diria que el animal no consume el sabor
condicionado porque tiene "conocimiento” de que produce
evitacion, aunque le siga "guStando” el sabor. El modelo de
Garcia en cambio diria qué el animal 11b'i11giere porque
verdaderamente tiene,, ahora, un "sabm'f'desagradable,

independientemente de como era antes.

El enfoque EC-EI-RA implica que el estudio conductual
1o puede estar aislado de su sustento fisiblégic_o lo que aporta
una vision de mayor interdisciplinaridad. La aceptacién de
este punto de vista dentro de las investigaciones sobre teoria
del aprendizaje es un pun'tdqu'e excede al enfoque del

presente trabajo, pero se tiene que admitir que ha sido un
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Figura 4. Esquema del condicionamiento de
condicionamiento aversivo al sabor propuesto por
- Garcia (1990). En este caso un estimulo sapido
incondicionado (EI) actda sobre el organismo (Org) el
cual al no tener consecuencias produce una
retroalimentacién con valor hedénico positivo (RA+)
y la ingestién. Si después de la presentacion del EI este
tiene consecuncias, en forma de una retroalimentacion
negativa tal como un malestar gdstrico inducido por
cloruro de litio, que acttie sobre el EI cambidndole el
valor heddnico, la respuesta subsiguiente serd en
- | “sentido contrario a que se venia presentando.
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fundamento, implicito o explicito, de un sinnumero de
investigaciones en neurotisiologia de la conducta y etologia,
avalado por wuna larga trayectoria de evidencias
experimentales (para una revision del origen e inclusion de
esta vision en la ciencia actual, véase Lubek & Apfelbaum,

1987).

La polémica sobre la definicion de los componentes del
condicionamiento aversivo al sabor, es el motivo de la
simplificacion, hecha anteriormente y mostrado en la Figura
2. Visto de esta ma'nvera, st solo se quiere estudiar el recuerdo,
como es el caso del presente _trab"ajo, son irreleyantes los
mecanismos de adquisicion 'y cdnsolidacién, pero el
mecanismo de recuerdo puede ser solo uno y el mismo,

independientemente del modelo que se elija.

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 asi aproximaciones que

intentan dilucidar los mecanismos involucrados.
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HI.La Corteza Insular de la Rata y su Estudio.

Una de las estructuras mads 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 posicion
anatomofuncional dentro de las estructuras involucradas en

este aprendizaje.

En 1955, Benjamin y Ptatmann describieron un drea
nerviosa cortical del gusto en la rata, como un region de
aproximadamente 1x3 mm de corteza atravesado por la
arteria cerebral media y adjacente pero distinguiblemente
arriba del sulco rinal. Con base en las relaciones establecidas
entre esta drea y el nicleo ventrobasal del tdlamo, un criterio
neuroanatémico clasico de "neocorteza sensorial" fué
aplicado al drea gustativa. Yamamoto, Yayama' y Kawamura
(1981) identificaron- en un 5rea denominada neocbrtez‘a
‘gustativa células responsivas al tacto, estimulacién termal y
gusto en la lengua de ratas, identificando que las-re,'spuestas al
gusto se concentraban mayormehte en la_'regiénl ventral del
drea descrita, en la estructura denominada corteza in‘suleir.
Anteriormente a esto Norgren y Wolf (1975) localizaron que
la mayoria de las neuronas gustativas del nﬁcleo' ventral

posterior del tdlamo proyectaban ademas a esta estructura, por
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la que la corteza insular se considera la proyeccion cortical del

gusto.

La anatomia del sentido del gusto ha sido uno de los
que menos informacion se ha recopilado, posiblemente por la
dificultad que presenta el estudio de los sentidos guimicos, y
también debido a que hasta la segunda mitad de ¢ste siglo se
le considera como un "lujo” con valor hedonico pero sin
gran valor adaptativo (Patton, 1950). Tal visién ha sido
puesta en tela de juicio dado que las conductas consumatorias
(tales como ingerir nutrientes y evitar venenos) juegan un

papel central eri la sobrevivencia del organismo.

Los sustratos anatomicos que se han descrito hasta
ahora para el sentido del gusto (fig. 5) comienzan con
activacion 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
conectan directaménm con la porcidn anterior del nicleo del
tracto solitario en el tallo cerebral (Patton, :'J.C)S('J). A este nivel
va estdn los mecanismos neurales suficientes p:ﬁrn que exista
una discriminacién incondicionada de los sabores,
demostrado esto pof el hecho que ratas descerebradas (con un
corte transversal a través del puente, interrumpiendo a todas
las fibras ascendentes que salen del NTS) son capaces de

mostrar reacciones de aceptacion-rechazo a sabores vy
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mostrando ademas un umbral normal al sabor (Grill &
Norgren, 19738).
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Figura 5. Esquema de las jprincipales aferencias a la corteza
insular que median el condicionamiento aversivo a
los sabores en ratas, modificado de Kiefer (1985). INTS,
ntcleo del tracto solitario; NPB, nicleo parabraquial
del puente; CVI, complejo ventrobasal del télamn-
ST, nticleo subtalamico; HIL, Iupotalamo lateral;
amigdala; CI, corteza insular.

Las fibras ascendentes que salen del NTS van
principalmente al nicleo parabraquial del puente, también
conocido como drea pontina del sabor (Leonard et al,, 198%);
en donde comienza a realizarse una cierta integracion de los
sabores, mostrado por el hecho de que la inactivacién
temporal de este niicleo no permite el condicionamiento a

sabores pero si su percepeidn (Buresova y Bures, 1991),
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A partir del nicleo parabraquial del puente, las fibras
pueden seguir una de dos vias. Uno de los grupos de fibras
van a diversas estructuras del cerebro ventral tales como la
amigdala central (que parece recibir fibras directamente del
NTS) el hipotalamo lateral distal y la substancia innominata
(Norgren, 1974). El segundo grupo de fibras se proyecta al
nucleo ventromedial del tdlamo, muy cerca de la region
lingual. A partir de los nicleos taldmicos las fibras se
proyectan hacia la neocorteza gustativa, concluyendo en la

corteza insular (dreas 13 y 14 de Brocea, Kiefer, 1985).

La asociacion que las vias descritas del gusto tenen con
las vias viscerales para producir el CAS se leva a cabo desde
el NTS, en donde Hegan las fibras del nervio craneal vago (X)
que innervan a las visceras baias. (Borison & Wang, 1953).
Existe una segunda via por la cual se puede inducir el proceso
emético; la via sanguinea. En la pared ventral del cuarto
ventriculo existe un nicleo llamado drea postrema, en el cual
la barrera‘hematc)encefélica es muy débil, por lo que este
nticleo es capaz de detectar sustancias tales como toxinas en la
sangre e inducir asf el vémito (Borison & Wang, 1953). Estas
dos vias parecen aportar de manera independiente

informacion suficiente para producir emesis.

Por ejemplo, si se administra una solucion de sulfato

cliprico por intubacién del intestino contingentemente a un
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sabor, en ratas vagotomizadas subdiatragmalmente vo hay
CAS pero ao hay impedimento para Las lesionadas en el drea
postrema.  De manera inversa, si la solucion 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 ol CAS (Coll & Norgren,
1981). Existen substancias tales como el cloruro de Lt (1iC])
que administradas intraperitoncalmente parccen actuar

utilizando las dos vias descritas.

Braun, Lasiter y Kiefer (1952) mostravon que el papel
que juega el area cortical del guste en la percepcion sensorial
es diferente al que se ha observado para las otras modalidaces:
sensoriales, cuya lesidn impedimenta al organisimo para ia
percepcion. Ln el caso del drea cortical gustativa, como lo
sugerian los estudios mencionados de Grill y MNorgren (1978),
1a ablacién de esta estructura v produce déticits en o
percepcion gruesa de los saboves, v sus correspondientes
respuestas incondicionadas de aceptacion-rechazo, aungue
parece haber una leve disminucion en la capacidad de
cliscrimina_z:ién fina entre dos concentraciones de una

solucion sapida.



IV.Los Impiantes de Tejido Neuronal y Muodelos de

Recuperacion Funcional,

La técnica de transplantacion de drganos ha sido
Aestudiada desde hace mds de un siglo, incluido el tejido
nervioso. Esta técnica no so6lo aperta una mancra mis de
combatir patologias, mediante Ia implantacion de un organo
sano en lugar de uno deficiente, sino que adermas aporta una
gran cantidad de informacién acerca del funcionamiento
(normal y anormal) del Srgano involucrado, siendo asi un
métocto utilizado frecuentemente en la investigacian basica.
En el caso de los tejidos cerebrales, los primeros trabajos en
transplantes se limitaron a describir la capacidad de éstos para
mostrar supervivencia en el nuevo medio, con resultados
desiguales y dificilinente 1:epr0di.u:ible:; (Biorklund & Steveni,

1985a).

En 1969 aparecid un trabajo de Raisman que aporio
evidencias .Ic;i_e que el _tejido cerebral - en el sephum
desaferentado }_‘Ji'e:;_@ntal:)a crecimiento v t"{:wmac.f_idn de nuevas
fibras en las céltxl;ts;. lo que produjo que sé_'raec;onsidL:rraw ta
posibilidad de que el téjicloﬂde-i. sistema nervioso central
tuviera capacidad regenerativa. Antes de esta fecha, ¢l tejido

nervioso de los mamiferos era constderado como una
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estructura estitica y por lo tanto incapaz Jde una regeneracion,
o de un crecimiento en etapas posteriores a etapas tempranas
del desarollo; ésto implicaba que el dano en ¢l sistema
nervioso central era anatémicamente irveversible, aunque si
existia alguna evidencia de recuperacion conductual, pero
ésta era atribuida al desarrollo de una hipersensibilidad de las
neuronas restantes o a la utilizacion de vias alternas (Teuber,
1974). En la vision actual es ampliamente aceptacdo que ¢!
tejido  nervioso tiene procesos que promueven la
recuperacion funcional, despusds del darto a alguna estructura
del sistema. Lin algunas ocasiones la recuperacion no se da por
si misma, pero puede ser inducida o acelerada mediante la
adicion de algan tratamiento a la region dafiada, v en estos
casos los transplantes han mostrado una gran utilidad

(Dunnett & Bjorklund, 1987).

Después de la primera década de estudios sobre
Ctransplantes de tejido cervebral, surgieron wna sevie de
preceptos que describen las condiciones en las cuales Jos
'tmnsplfmtés pueden ser capatea de inducir recu‘pél'euzicbli
funcional ‘(i’f}'ter:;.e\.-':i, Bjorklund & fi;vex's@;;;m e, 19763 En l;i,’:::'v-::, |
el tejido del sistema 1‘1@?\!1050 central solo es viable CONO
transplante cuando el donador estd on desarrollo, y mejor si

es5 embrionario. Parece ser que existe un tiempo limite de

desarrollo durante el cual debe obtenerse el tejido
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transplantado. tste tiempo difiere para cada peblacion de
neuronas, y parece corresponder al final de la mitosis (Seigur,
1985), aunque Jaeger y Lund (1980) consideran que el éxito del
transplante depende de la capacidad proliferativa de las
células del donador, También es necesario seleccionar el sitio
del transplante en el huésped. Debe estar altamente
vascularizado y proveer de soporte y rapida incorporacion
con vasos y circulacidu del fluido cerebroespinal del hudspaed.
Existen cavidades naturales. como los ventriculos o ta camarn
anterior del  ojo, que llenan estos requisitos.
Alternativamente, se puede elaborar artificialraente una
cavidad que reciba al implante; esta cavidad se revasculariza
al cabo de un tiempo {generalmente en 15 dias) y coustituye
un sitio adecuado para sostener el crecimiento del tejido, ya
que los vasos sanguineos que recubren la cavidad dotarin al
transplante con el aporte sanguineo necesario para su
supervivencia (Stenevi et al., 1976). Las reacciones
inmunologicas desencadenadas por los transplantes no

afectan el desarrollo de los mismos, esto es, «f cerebro

“huésped acepta al tejido extraio a diferencia de o que ocurre
con transplantes de cualquier otro érgano (Stenevi ot al.,

1976). El concepto del cerebro como un sitio

"iInmunolégicamente privilegiado", cuyo origen se remonta a
los trabajos de principios de siglo de Shirai (1921, 1985}, se sabe

hoy en dia que es parcial (Freed, Dymecki, Poltorale &
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Rodgers, 1988). Ln algunos casos en ef que of donador y !
receptor son de diferente especie, se puede observar wechaze
del tejido y solamente con la utilizacion de drogas
inmunosupresoras es posible evitar tal fenomeno (Brundin,

Nllhﬁ(m, Gage & Bjorklund, 1985).

De estos trabajos, podemos resumir gque el crecimiento
y organizacion intrinseca del tejido transplantado en el SNC
puede variar en funcion de una gran variedad de pardmetros:

diferencias en el proceso de clisecc:ic'm, en el volumen de

se encuentran sus células y en las pmp_iedades del sitio d«'mde

el tejido sera colocado.

Ademds de los estudios relacionados con  ia
supervivencia y el desarrollo de los transplantes, éstos han
sido zm:;limdo;; desde otro punto Jde vista: su funcionalidad.
La estrecha relacién existente entre ol huesped y el
transplante se manifiesta funcionalmente en la conducta dei
animal receptor de diversas maneras. Una gran caniidad de
modelos de estudio han revelado diversos mecanismos
mediante los cuales es posible que .1.05 tram—;ljiantes
modifiquen la conducta del animal receptor (Bitirklund et al.,
1987; Cotman & Kesstak, 1988; Dunnett & t:’-;o:klund
hwd, Medinaceli & Wyatt, 1985).
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Duranie mucho tiempo se asumio que los transplantes
promovian la recuperacién conductual restaurando los
circuitos daniados, pero esto no ocurre necesariamente para
todos los modelos. Los transplantes pueden actuar en
diferentes niveles para estimular la recuperacion funcional.
Por ejemplo, los transplantes no solo pueden reconectar la
circuiteria interrumpida, sino que también pueden provect
de los neurotransmisores faltantes para facilitar fa operacion
de los circuitos existentes; tambidn pueden estimular la
vascularizacidn, remover sustancias ldxicas o promover la
sobrevivencia y el crecimiento por medio de interacciones

neurotréficas entre el huésped vy el transplante.

Para entender los mecanismos involucrados en la
recuperacion, deben ser evaluadas cada una de estas
contribuciones. ¥n general se postulan tres tipos de
mecanismos, no exclu yentes uno del otra y de los que hay un
gran namero de evidencias. 1) el recstablecimiento de
-~ conexiones, 2) las interacciones troficas, v 3) la liberacion de
hormonas o de neurotransmisores (Bjorklund, 1991)

La rm:l.q.ﬁeracitﬁn'func‘i_(mal observada en los distintos
modelos no puede ser explicada por uno solo de los
‘r.necanism'os descritos antertormente. De  hecho en la
mayoria, si no es que en todos los casos, @l reestablecimicnto

de una funcién, es el resultado de la accion de varios factores,
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La importancia de cada factor en la recuperacion funcional
dependerd en Gltima instancia, del modelo experimental qu

se esté abordando.

Los primeros experimentos examinando la viabilidacd
funcional de los transplantes neurales investigaron fa
cjecucion  de ratas transplantadas probadas en ana variedad
de conductas sencillas y cuantificables, que reflejaban of estado
de las funciones motoras y neurcendodcrinas del animal. Sin
embargo, una vez que se¢ ha establecido que implantes
neurales podrian influir en conductas incondicionadas
sencillas, fué consiguiente la pregunia de que si podrian tener
influencia sobre funciones mids complejas, en particular
aquellas asociadas con centros corticales 511y>enti:.:yr&5 asociados

con aspectos cognositivos.

Este interés en expandir ¢l rango de pruebas
conductuales para el analisis de los efectos de los implantes
“cerebrales swrgié durante una época en dénde- habia un
interés creciente en las afecciones ‘xwumpat{)lc‘:gic:as'
relacionadas con la demencia y el envejecimiento. En
particular, causé mucho imerés_ la propuesta de una
disfuncion colinérgica como causa de la disfuncién
cognoscitiva, por Perry y cols. (Perry et al, 1978) quienes
observaron que el decremento en una prusba de funcién

Cmental, se correlacionaba con un decremento de la ectividad
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colindrgica en 1a neocorteza postmorter. Paratclamente,
estuclios psicofarmacoldgicos hicieron notar la sunitud entre
los  déficits cognoscitivos inducidos  por  drogos
anticolindrgicas en sujetos jovenes y los deéficits de memoria
observados en el envejecimiento (Prachman & Sahakian,
1980). Estas dos lineas de investigacion convergieron en la
formulacion de la "hipdtesis colinérgica de la disfuncion de
memoria geridtrica” que, en su forma mas sencitla, establece
que los déficits cognoscitivos, particularmente los «de
memoria, observadas en el envejecuniento v la demencia son
atribuibles a un decremento funcional de las neuronas
colinérgicas del cerebro basal trontal, que dd origen a lo
inervacidn colinérgica de la corteza cerebral (Coyle, Price &

Del.ong, 1983).

La hipdtesis colinérgica ha estimulado gran atencion al
sugerir que ol reemplazo colinérgico pudiera proveer de una
estrategin para desarrollar una terapia efectiva para la
demencia. Aunqgue ahora se acepta cj(ue:a_m hipdtesis
colindrgica sobreenfatiza el papel que los sistemnas colinérgicos
tienen en la patologia de la demencia, ha sin ei'n’!:,arga
estimulado el estudio del papel que juegan las neuronas
colinérgicas en Ja regulacidn de las funciones corticales

(Bjorklund & Dunnett, 1995).
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V.El Estudio de Tas Funciones de Lo Covkeza fnsulir

Mediasite Implanies Cerebrales,

Dentro de 1as conexiones que pudieran ser tmportantes
en el procesamiento de la memoria estdn las del sistema
Himbico; p.e., la amigdala, o] nicleo dorsomedial del tdlamo vy
la corteza prefrontal (Krushel & Kooy, 1988). Existe evidencia
que la amigdala esta particularmente involucrada en lay
influencias modulatorias de la memoria de aversiones
(McGaugh et al,, 1990). Existe también evidencia de que ta
amigdala y la CI estan funcional y anatdomicamente
interconectadas (Hscobar, Ferndndez, Guevara-Aguilar &
Bermudez-Rattoni, 1989). Se ha sugerido que las proyecciones
corticales a la amigdala, iru':lu_y‘ei'u:ln los de la CI, reciben e
integran informacion de los estimulos la cual es entonces
procesada con mecanismos emocionales y motivacionales

(Pascoe & Kapp, 1987).

Varios estuclios han demostrado que el area de la CL
Cestéd involucrada en la mediacion de aspectos condicionados
de la respuesta al gusto, pero no estd involucrada en las
respuestas hedonicas a los sabores, Ratas que son lesionadas
en la CI presentan impedimentos en la adquisicion y

retencion de aversiones condicionadas al sabor (CAS). Usto es,

3
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cuando las lesiones de la CI se realizen va sea antes o despuds
de la adquisicion del CAS los animales no mestrardn
aversion al sabor. Sin embargo, las respuestas heddnicas de
las ratas lesionadas parecen ser normales: tal como {as ratas
normales, las ratas lesionadas en la Cl prefieren sabores
dulces como la sacarosa y bajas concentraciones de salina
sobre agua sola, y rechazan soluctones amargas como quining

y soluciones acidificadas (Kiefer, 1985).

La técnica de los transplantes cerebrales ha sido
extensamente atilizada para producir recuperacion funcional
conductual después de lesiones del cerebro adudto en los
mamiferos. Asi, se ha establecido que las neuronas
transplantadas paeden diferenciarse y hacer conexiones con ¢l
cerebro hospedero (Biorkiund & Steveni, 1933b; Dunnett &
Bjorklund, 1987). Se ha demostrado que transplantes de tejido
fetal cercbral pueden producir una recuperacion significativa
en la habilidad de ratas lesionadas en la CI pava adquirir un
CAS (Bermiuidez-Rattoni, Ferndndez, Sanchez, Aguilar-
Roblero & Drucker-Colin, 1987). En E?t'%i?(")t.?ai_'(iL'!E;i.‘i;,l'.di(}bi, 1_3
posibilidad de recupveracic’m espontanea ,t'lj'a.-'z’e"-_e:c'cl,ui.’da, dado
‘que los animales con lesiones de Cl que no recibieron
txansplante no pudieron adquirir el CAS inclusive a §
semanas después de que el transplante se habiia admlm«,hmin

a los otros grupos, atin con dos sesiones d- adquisicion. Gn
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contraste, animales con lesiones de la amigdala mostraron
una recuperacién espontinea ocho semanas después de
inducida fa lesidn. Una posible explicacion, ¢s que para la
aversion condicionada al sabor la Cl pudiera ser una region
de almacenamiento permanente, en cambio la amigdala
pudiera s6lo servir para influenciar un paso inicial en ol
almacenamiento del CAS (Bermiidez-Rattoni et al., 198%),
Esto es apoyado por el hecho de que lesiones quimicas de Ia
amigdala, inducidas por microinyecciones de N-metil-D-
Aspartato, dejando intactas fibras de paso, no afectaron la
adquisicion del CAS, mientras que lesiones similares de fa C1
tienen fuertes efectos distuptivos del CAS (Bermidez-Rattoni

& McGaugh, 1991).

Los  experimentos que involucran transplantes

mencionados arviba, fueron hechos con tiempos de espera

targos (60 dias) entre la implantacion y el periodo de

entrenamiento post-implante. Un estudio posterior se dedico
a la obervacion de la recuperacién funcional en diferentes

tiempos (Ferndndez-Ruiz et al., 1991). En este estudio se

utilizavon ratas lesionadas en la C1 que mostraban

Ampedimento en la capacidad de adquirir el CAS; los

animales recibieron transplantes de tejido fetal tomados de la

area correspondiente de la CI (homotdpicos) y reentrenados a

los 15, 30, 45 y 60 dias después del transplante. Los resultados
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conductuales mostraron una recuperacion cast complata a los
60 dias, una recuperacion moderada a los 30 y 45 dias, y casi
ninguna recuperacion a los 15 dias post-transplante. Estudios
de histoquimica utilizando un trazador retrogrado, la
peroxidasa de rdbano revelaron que a los 15 dias no habian
células matcadas con la peroxidasa ni el el nicleo ventrobasal
del talamo ni en la amigcala. A los 30, 45 v 60 dias post-
transplante se observé un nimevo cada vez imayor de
conexiones con ¢l tilamo v la araigdala, to que es congruents
con estudios anteriores en donde se demuestra que la
conectividad con estos nicleos es importante para la
recuperacion inducida por transplantes (Escobar of al., 19893,
Sin embargo, diversos autores han sugerido que la integridad
estructural y mocfoldgica de los transplant2s puede no ser
“esencial para la recuperacion conductual después de lesiones
cerebrales, adjudicando la recuperacion a liberacion de

o A

factores humorales y factores neurotroficos que reactiven la

. 3 p)

funcidn neural (Dunnett & Bjorklund, 1987).

Respecto a la recuperacion de factores humorales.
difusibles, tales como los n«au:‘{i)tra:'wniis()r:a"s, 50 ha‘
demostrado que tebanadas de CI in vitro son capaces de
liberar los neurotransraisores acido -amino-butirico (i‘;;'«'.A'B./'\"),.
acetilcolina y glutamato, pero no dapamina; asimismo se

encontré que estas rebanadas contenfan cantidadades



significativas de las enzimas encargadas de la sintesis del
glutamato vy de la sintesis y degradacion de la acetilcoling
(Lopez-Garcfa, Bermudez-Rattoni & Tapia, 1990). Al re&spoci'(‘),
andlisis bioquimicos demosiraron que los transplantes de C

son capaces de liberar GABA, acetilcoling v glutamato en
respuesta a una corriente despolarizante. En conlraste, los
transplantes de corteza occipital liberaban GABA y glutamato
pero no acetileolina, correlacionandose con estudios en los
que los transplantes de corteza occipital no son capaces de

inducir recuperacion de la conducta del CAS (Hscobar et al,,

1989). Estos resultados, tomados en conjunto, sugieren que la

transmision colinérgica es importante para ¢l CAS y que la

acetfilcolina pudiera jugar un papel importante en la

recuperac 1(m conductual mediada nor transplantes.

Las .im]_:alicacionm;' de esta serie de experimentos con
tmnrp]anteﬁ SO que, para la €1, la wc'upe ‘acion funcional
estd relacionacla con la maduracidn mmfn’omm y la actividad
t.olme,rgnm del transplante. Los mecanismos que utiliza el
SNC para la comunicacion celular, son _;‘.:nf.i.n'ci[:mlrmamo?
mediados por mensajeros guimicos, tales coma  los

neurotransmisores..  Existen ademds de los

neurotransmisores una ‘gran variedad de moléculas

e.ncargada*; de la Comuni(zac‘ién r'Plul;-‘l , entre los cuales son de

- notar los factores tré(u,os O tcnnbmn ¢l mommm!m factores



neurotréficos. Los Factores neurotroficos se han definido
como pépticdos o proteinas capaces de controlar la
sobrevivencia, 2! crecitmiento v fas capacidades funcionales de
poblaciones especificas de neuronas (Varon, Hagg, Vahlsing
& Manthorpe, 1988). El término trofico proviene de la
primera idea de que estos factores servian como "alimento”
(trofos=comida) para el sustento de las células, aunque ahora
se sabe que en realidad realizan funciones muy diversas e
intrincadas que poco tienen que ver con ¢l consumo de
productos energéticos.

A partir de los diversos estudios que se han realizado,
se ha postulado la hipdtesis neurotrofica del SNC (Hefti, 1986;
Varon et al., 1988), que sefala que las neuronas del SNC
adulto dependen de factores ﬂ(-;‘l,!.flf(’)tr(')fi.CFOS para su
mantenimiento, funcién y reparacion, pot lo que las
“deficiencias de factores neurotréficos endégenos ocasionan
disfuncidn, hipotrofia y degeneracion. La administracion
exdgena de [actores neurotréficos previene, a inclusive
corrige danos producidos por lesiones degenerativas 0
traumndaticas, £n la literatura que ha aparecido en los ltimos |
15 anos acerca de los 'rznecanisnws' de reéup‘emcic’m inducidos
por injertos cerebrales, la presencia y actividad de factores
troficos han sido sefialadas como de vital importancia para la

reconexion implante-huesped. Nieto-Sampedre y Cotman
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(1980) sugieren que ciertos factores neurotrdficos especificos
imcrementan su disponibilidad tras una fesion, contribuyendo
onoconsecuencia a la sobrevivencia y crecimiente de los
implantes. Asi, aparentemente el cervbro responde al daio,
produciendo  factores tréficos que  incrementan  la
sobrevivencia celular y promueven el crecimiento de

neuritas.

En el dmbite de los implantes de tejido cerebral fotal,
Toniole, Lunnett, Hefti y Will (1985) encontraron qucﬁ el
factor de crecimiento neuronal (NGF, por sus siglas en in glds)
incrementa la actividad de Ia colinacetil-transferasa en Jas
neuronas  colinérgicas  (que contienen  acetilcelina)
transplaniadas en el hipocampo desaferentado, pero no tiene
ctectos sobre los impalntes colocados en el hipocampo intacto.
El implante de glandula sublingual de ratén (tejido rico en
N (aF) en la fimbria-fornix previamente lesionada, tiene
efectos roficos sobre las neuronas colingr pleas axotomizadas
(Springer & Loy, 1985). Como se ha ‘1"110151(:i«:’}i‘tee,c:.id,» astudios
realizados en nuestee laboratorio han demostrado que los
mjertos de tejido homotdpico en la corteza insular lesion aa‘f{a
de ratas, promueve la recupera{:i(’m de la habili dad de adquirir
un 'cc.-n.dic:ionan‘lienl‘o aversivo a un sabor - {Bermudez-
Rattoni et al., 198‘?’), esta recuperacion se '}tn'esenta hasta los 45

dias post-implante, pero no se observa una recupecacion ni a
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los 15 ni 30 dias (Ferndndez-Ruiz ot al., 19913, Sin embargo, si
el implante se realiza en combinacion con NGEF se pueda
observar una recuperacién inclusive a los 15 dias post
implante (Bermudez-Rattoni et al., 1992), Tista observacidn
fué hecha de la siguiente manera: en un experimento para
evaluar el papel del NGF sobre la habilidad de adquisicion de
CAS inducida por transplantes, varios grupos de ratas que
mostraban wna disrupceion en la habilidad para aprender
aversiones al sabor, debido a lesiones alectroliticas de la Cf,
fueron implantados como sigue: un grupo recibig gelfoam
(una esponja protéica, fisioldgicamente inerte y reabsorvible
por ¢l sistema nervioso) adicionado con NGF, otro vecibic
transplantes de CI fetal con NGF, un tercer grupo recibio
getfoam con el vehiculo en el que se diluiria el NGF youn
grupo que recibio los trﬂrl,plamm de (I fetal con vehiculo.
Un grupo adicional fué utilizado como un control sin
opemciésn. Todos los grupos mencionados fueron divididos a
SU Vez eofres wum'r upos que fueron reentrenados en el CAS o

los 15, 30 y 60 dias post-transplante, respectivamente.

i.os resultados conductuales mostraron qute los ml’p(m
Lontrol pzewntamn aversiones robustas en los tres tlempos
post-transplante, h grupo con transplante cortical con NGF
‘mostrd una recuperacién significativa en la bhabilidad para

aclqs.x_n:u' aversiones al sabor en los tres tiompos post-
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transplante comparado con los controles. Ll orupo con
transplantes corticales con vehiculo (sin el NGF) no mostrod
recuperacion a los 15 dias post-transplante, y recupero
parcialmente a los 30 dias y totalmente a los 60 dias. Los
grupos que recibieron gelfoam con NGF 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 to aplicacion del ractor
de crecimiento neuronal acelera la habilidad de adquirir
aversiones al sabor a 15 dias post-transplante (Bernuidez-

Rattoni et al., 1992).

Esta servie de resultados muestran claramente que la
aplicacion del NGF con iransplantes de corteza insular acelera
la recuperacién de la habilidad para adquirir un
condicionamiento aversivo a los sabores. Is importante notar
que estudios previos habian mostrado que en zusencia de
NGF los transplantes de CI solo comienzan a inducic
recuperacion hasta los 30 dias despuds de la iinplantacion, por

lo que los efectos del NGF parecen acelerar [a recuperacion.

~ Hasta hace poco tiempo, los estudios que investigaban
el papel de la CI en procesos de aprendizaie y memoria so
enfocaban principalmente en fa cepresentacion sapida v
- visceral, particularrm;znte‘ en el CAS ('Bermlfxdéwl’i’.attbni.,_

Ferndndez & Escobar, 1989; Garcia, Lasiter, Bermidez-Rattoni

AT
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& Deems, 1985; Lastter & Glanzman, 1985 En o unn reciente
serie de experimentos se examing ol etecto de lesiones de ya
sea la amigdala o la corteza insular inducidas por
microinyeccion del N-metil-D-Aspartato (NMDA) sobre ¢l
condicionamiento aversivo a los sabores asi como de la
adquisicidn de la conducta de prevencidon pasiva, que consiste
en la aplicacion de un choque eléctrico a un animal cuando
este cruza cde un compartimento claro a uno oscuro, lo que
produce que el animal evite reentrar al compartimento
oscuro. {abe mencionar que las lesiones inducidas pas
NMDA tienen la propiecad de lesionar preferencialmente los
cuerpos celulares dejando la mayoria de las fibras de paso
intactas (Jonsson, 1980), lo que permite .quc los efectos
observades puedan ser atribufdos con ma vor seguridad a
funciones especificas del area lesionada. Los resultados
mostraron que lesiones de Cl, pero no lesiones de Ia
amigdala, producian deficiencias en la adquisicidn del CAS,
[nesperadamente los animales con lesiones de CI también
eran incapaces de adquirir la respuesta de prevencidn pasiva,
la cual, como era esperade, e a)_fe;-;ctac;:ia”'pm' lesiones
amigdalinas. Estos resultados consl;ituyarc)'n Ja primera
demostracion de que la CI estd involucrada en la mediaci@ix |

de la representacidn de memoria de estimulos extero-

‘nociceptivos asi como viscerales. Tales efectos pudieran ser
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mediados por conexiones reciprocas de la Cloon la amigdala

(Bermidez-Rattoni & McGaugh, 1991).

En otra serie de experimentos se ha utilizado la téenica
de lesiones reversibles mediante la aplicaadn de el
bloqueador neural tetrodotoxina (TTX) La TTX actia
mediante el bloquao selectivo de los canales de sodio
sensibles a voliaje de las neuronas, lo cual impide que haya
potenciales de accion en éstas, desacoplindose del canal en
unas cuantas horas, después de los cuales s¢ restaura la
funcion normal. En éstos experimentos (Bermuidez-Rattoni,
Introini-Collinson & MeGaugh, 1991) ia TTX fu¢ aplicacda a la
corteza insular, as{ como a otras regiones cerebrales, antes o
después del entrenamiento de prevencion pasiva y. del
entrenamiento del laberinto de agua de Moris, en donde el
animal tiene que encontrar nadando una platatorma
sumergida mediante claves espaciales. Para Ia p.reve,ncié'n
1;1_"cisiva se utilizaron ensayos repetidt}ﬁ e a.d.qt.t.i.s;i'ci(m seg;’m el
protocolo de McGaugh, Introini-Collison y Nagahara (1988).
in breve, cada rata era colocada en"fel'C()rrq)éi}"t.i.me;‘.nh:}
| iluminado de un aparato con dos compartimentos divididos
por una compuerta. Cuande el animal volteaba a la

Scompuerta ésta era abierta permitiendo el .pas{) al
~compartimento oscuro. Una vez_qué el animal habia cruzodo

hacia el lado oscuro, la compuerta ze cerraba y se aplicaba un
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choque eléctrico atraves de placas metilicas encel piso. Liste
procedimiento se repetia  hasta que el animal tardara un
tiempo criterio en volver a cruzar. En prueva de retencion
los animales se colocaron en el compartimento claro, se abria
la compuerta y se registraba la latencia de cruce con un
maximo de 600 segundos. Los resultados mostraron que las
infusiones de TTX eon la CI pre- y postentrenamiento
deshabibitan [a retencidn de las dos conductas, lo cual indica
que la desactivacién funcional de la CI produce amnésia
refrograda y anterograda en dos tareas de aprendicaje
motivadas aversivamente (Bermudez-Rattoni et al.,, 1991).
Estudics posteriores han demostrado que la participacion de

al CI en la tarea de prevencidn pasiva esta relacionada con los

aspectos aversivos de la conducta y no con los espaciales ni

maotores (Ormsby, Pina, Ramirez-Amaya & Bermude:z-

Ratton, 1993).

Los injertos cerebrales también han demostrado
capacidad para induciy la recuperacién de {a tarea de
prevencion pasiva, Utilizando los procedimientos descritos,

ratas con lesiones de ClI recibieron transplanies con NGF o sin

6l y tueron entrenadas 20 dias después en la larea de

prevencicn pasiva, encontrandose que los animales control vy
los animales con implantes con NGF aprendieron la conducta
obteniendo valores altos de latencia de cruce, mientras que
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los animales que recibieron transplantes con vehiculo y los
que quedaron lesionados mostraron déficits en la ejecucion

de la tarea, mostrado por bajas latencias de cruce al lado

reforzado (Escobar, Jiménez, Lopez-Garcia, Tapia &

Bermudez-Rattoni, 1993)



{BYETIVOS.

Gbjetiva general:

Evaluar log efectos que diferentes tmplantes en la
corkeza insular lesionada tienen sobre la habilidad de vecordar
un condicionamiento aversivo al sabor (CAS), y compararle
con los efectos que estos implantes tienen sobre la capacidad

de aprender nuevas tareas.

Objetivos espectficos:

En un primer experimento se evalud los efecios que

tendrian implantes de tejido homotdpico (corteza insular

fetal) sobre la capacidad de recordar aversiones adquirvidas

antes de la lesion, y comparavlo con implantes de tejido
cortical similar, pero obtenido de una vegion del cerebro feral
Cdiferente (corteza occipital}. Las pruebas conductuales se

5 dias despuds de la

Hevaron a cabo a partir de los 4
implantacion debido a que este es el tiempo reportado como
necesario para observar recuperacidn de la capacidad de

aprender las tareas de CAS y prevencion pasiva.
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Lroun segundo ex p'er,i.men to se nretendio evaluar sile
adicion de factor de crecimiento neuronal (NGITDYoa los
implantes homotopicos tiene un efecto diferencial sobre el
recuerdo de CAS adguirido antes e la lesidn, comparado con
tejido no suplementado, o con NGF sélo, embebido en un
implante de gelfoam. En este caso la evaluacion conductual se
Hevo a cabo a los 15 dias post-implante, que os el iti-ern.pc;{ en el
que se ha reporiado recuperacion de la capacidad de aprender

CAS en ratas con implantes adicionados con NGF,
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Abstract.

Previous studies have shown that homotopic cortical
fetal implants induce recovery in the ability to acquire a
conditioned taste aversion (CTA) in insular cortex (IC)
lesioned rats. The purpose of this study was to test the offects
that these implants have on the ability to retrieve the
memory for a previously acquired CTA. Several groups of
rats were trained for a CTA and four days later lesioned in the
IC, and implanted with different fetal cortical tissues, treated
or untreated with nerve growth factor (NGF); and then tested
for recall at either 45 or 15 days later, and then retrained anel
tested with & different taste. Resulis showed that all
implanted animals recovered the retrieval of CTA's learned
before IC lesions; however, only the .lu;:_ré*ur;t::»;;}ia: I implants
at 45 days or NGF-supplemented at 15 clays, ind c_.u:é'_r:e.::a.n,?ery
of the ability to tearn CTA. The results suggest i‘h&i the brain
mechanisms for recovery of memory f unc:;ti.uh:é are t:i_if.’.i"eré.z‘it |

from those of learning abilities.



The functional viability of fetal neuronal pratts oo the
performance of simple behaviors has been well established.
The rationale behind the interest in widening the range of
behaviors studied with grafts and their eftects on cognitive
function, also lies in an expanding interest in cognitive

1
observation that the dementia of the Alzheimer type was

dysfunction, in particular demeatia (Dunoett, 1994). The

correlated with a decline in the cortical cholinergic levels
(Coyle, Price & Delong, 1983), gave rise to the possibility of
cholinergic replacement by fetal grafts in order to restore the
cognitive deficits. In the last few years there has been a
growing interest in studies involving cholinergically rich and
cholinergically poor grafts and their effects on cognitive
function, not only in view of alleviating deficits associated
with dementia, but also to study the repair and normal
function of cognitive processes associated with a variety ot
brain sites, in particular the neocortex, basal ganglia, and

hippocampus (Dunnett, 1994),

In_' the study of the neurcbiclogy of leq rning and
memory, it is important to note that most authors consider
learning (the associative process in itself) as a phenomenon
different from 1‘1‘1emmry (the retention and retrieval of the
learned behavior), ;ind tha latter is also frequently divided in

two distinct phases or stages, one of short temporal duration,
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and one much longer or even permanent (Kesner, 1991). Each
of these stages has its own characteristics, and can be
differentially affected with behavioral and physiclogical
manipulations. In general terms, lesions or manipulations of
the central nervous system, can be seen as having ao
anterogracde amnesic effect, when the manipulation impairs
normal acquisition of new learning, and a retvograde
amnesia, where the subject cannot retrieve information
learned beforehand, prior to the manipulation (Verfacllie &

Cerrnak, 1991),

One model that has been widely used in the study of
learning and memory processes is the conditioned taste
1985). In this procedure, rats are e:s:'poseci_ to a novel Havored
solution, and a few minutes later received an induced gastric
malaise. As a resul{, when the flavored solution is presented
again, animals reduce their consumption with respect to the
acquisition trial and with respect to the amount s;:»f-wét;:*r they
were ingesting on previous days. The anatomical substrates of
the CTA have been described and establislied with accuracy
(Kieter, 1985), and these include the gustatory ;:n:).x"tio.n ol the
insular cortex (JC) as a higher projection site for taste-visceral
information. The gustatory portion of the 1 is the primary

projection site for taste sensation (Patton, 1950, but a-,:rfmi'i'ar},;f



to all other cortical sensory areas, the IC is not necessary for
taste perception nor discrimination, since these processes
seem to take place in brainstem and pontine areas (Braun,
Lasiter & Kiefer, 1982; Norgren, 1984, Yamamoto, '1.993). Fven
though the unconditioned responses to taste do not depend
on the integrity of the IC, this area is responsible for the
conditioning of tastes that have been associated in a CTA
paradigm. Lesions of the gustatory portion of the IC induce
anterograde and retrogracle amnesia for CTA as shown by
deficits in the ability to acquire (Benjamin & Pfaffman, 1955)
and retain CTA's (Braun et al., 1982). More recently, the IC
has been involved in other aversive learning such as
inhibitory (passive) avoidance and Morris water maze
(Bermadez-Rattoni, Intmini-Collinsor; & McGaugh, 1991;
Bermuidez-Rattoni & McGaugh, 1991), since the lesion or
reversible inactivation of this area induce deficits in both of

these learning tasks.

Many studies of insular cortical mediated behaviors
have used fetal brain grafts, and have shown that these grafts
ameliorate anterograde amnesia and are able to recover the
ability to acquire new CTA's (Bermudez-Rattoni, Fernandez,
Sanchez, Aguilar-Roblero & Drucker-Colin, 1987) or the
inhibitory avoidance task (Escobar, Russell, Booth &

Bermudez-Rattoni, 1994) atter lesic:ni.ng of the ]C.
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Furthermore, the recovery ot both these tasks have beer

directly correlated with re-establishment of normal levels of
acetylcholine by the grafts (Lopez-Garcia, Ferndndez-Ruiz,
Bermudez-Rattoni & Tapia, 1990; Russell, Escobar, Booth &
Bermudez-Rattoni, 1994); additionally, a time dependent graft
induced recovery was shown, in that at 15 days post-graft no
recovery was shown in any of the two paradigms, but
recovery was seen ot 45 and 60 days post-grafting (Escobar,
Ferndndez, Guevara-Aguilar & Bermudez-Rattoni, 1989;
Ferndndez-Ruiz et al., 1991). The grafting also showed a tissue
specific recovery, since only grafts taken from the fetal insular
lobe af the fetuses induced it, and not tissue taken from the
occipital lobe (Escobar et al,, 1989). Both the time dependent
and tissue specific recoveries were shown to correlate with
choline acetyltranferase activity, suggesting a cholinergic
ivolvement. With this in view, a series of experiments were
carried out to examine the possible role that nerve growth
factor (NGF) could have on graft mediated recovery of CTA
and inhibitory avoidance, since NGF has been shown to

produce in vitro sprouting of cholinergic cells (Varon, Hagg,

Vahlsing & Manthorpe, 1988) and at least partial

compensation for effects of brain damage, restoring the
pattern of cholinergic innervation and producing
concomitant improvements in some behaviors (Williams et

al., 1986). These experiments with NGF (Bermudez-Rattoni et
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al., 1992) showed that supplementing fetal 1C grafts with NGF,
reduced the time necessary to observe recovery of the ability
to acquire a CTA or an inhibitory avoidance task, to only 15
days after implantation. This acceleration of recovery was not
shown in animals that received only vehicle supplements or
blocks of Gelfoam embedded in NGF alone, demonstrating
that the recovery was due to an action between the implant
and NGF (Bermitdez-Rattoni et al, 1992). These results
contrast with others in which NGF alone was able to induce

recovery of cognitive functions (Hefti, 1986).

The studies metioned above have only focused on the
recovery from lesion-induced anterograde amnesia, but scarce
information is available on the induction and recovery from
retrograde amnesia. Thus, the present work is aimed at
studying the effects that fetal brain implants have on lesion-
induced retrograde amnesia, in particular on the ability to

recall taste aversions learned previosly to the IC lesions.

Experiment 1.

The following experiment was made to test the
possibility that homotopic or heterotopic neural fetal grafts,
are able to recover the ability to remember CTA's acquired

before insular cortex lesions.



Subjects:

Twenty-nine male Wistar rats were used for this
experiment with a range in weights between 262-320 g, at the
beginning of the procedures. Two additional 15-day-pregnant
Wistar rats served for fetal tissue donors. The animals were
housed individually with water and food ad libitum, except
during the CTA procedure, as indicated in the General
Procedures section. The housing room was kept on an
inverted 12:12hr light-dark cycle (lights oif at 9:00 a.m.) and all
behavioral procedures were carried out during the first 6 hrs

of the dark cycle.

General Procedure:

After a two week acclimation period all animals were
trained to a conditioned taste aversion to saline taste. The
animals were water deprived for 24 hr after which they were
presented for 10 min each successive morning (10 a.m.) a
graded test tube fitted with a drinking spout and filled with
distilled water, and fluid intake was measured with a 0.5 ml
precision. An evening 10 min water session was also gwmx
daily (at 6:00 p.m.). Twenty min before each morning

drinking session the food was removed from the cages and

61.

o A 5 b o e I b o s KA o



given back 20 min after drinking. After all animals had

obtained a stable base line of water intake (6 days) they were
all presented in the morning drinking session with a 0.1%
saccharin solution in their drinking test tubes for 10 min.
Twenty min after this the animals were injected
intraperitoneally with a lithium chloride (LiCl) solution
(0.4M, 127mg/kg of body weight), completing this way the
acquisition phase of the CTA. Water and food were placed
again ad libitum.

To allow consolidation of the CTA, four days after the
CTA saccharin acquisition were allowed before lesioning, all
animals except an intact control group (CON, n=5) received
insular cortex lesions. All lesions were performed bilaterally.
The lesions were carried out by placing each animal under
pentobarbital anesthesia (70 mg/kg of body weight) and
mounting it on a Kopf stereotaxic instrument. The tip of a
stainless steel dental needle (30 Ga) was surgically and
stereataxically placed in the insular cortex coordinates (Ap
+1.2mm, L £5.5mm, DV -6.5mm, from bregma, incisor bar at

“k.omm; according to Paxinos and Watson (1982). The needle

“was connected through a polyethylene tube (PE-10, i.d.

0.46mm) to a 10 pl Hamilton microsyringe mounted on an
automated microinjector. The needle, tube and syringe were

back filled with a 10 pg/ul solution of N-methyl-D-aspartic



acid (Sigma Chem. Co,; in phosphate buffer 0.1M, pH 7.4).
Once the needle was in place, the lesions were induced by the
injection of 0.8l of the solution over a 2 min period, and
kept in place for an additional 3 min to allow diffusion. The
needle was then removed and the animals were sutured and

allowed to recover.

After 8 days post-operation, the lesioned animals were
divided in three groups as follows: One group was to receive
fetal insular cortex grafts (group ICx, n=9) in the lesion site,
another received fetal occipital cortex grafts (group OcceCx,
i‘lmﬂ) and a third one remained lesioned (group Lx, n=7). The
control group (CON, n=6) still remained intact. To obtain the
fetal tissue, 15-day-old fetuses were removed from the uterus
of pregnant anesthetized rats, the heads were placed under a
stereoscope and the brains removed and placed in sterile
saline. The fetal insular or occipital mrticés were then
dissected. The insular cortical fetal region was considered to

be an area spanning 1.5mum in front and 1.5mm behind the

middle cerebral artery, and 2mm dorsal from the rhinal

sulcus (Bermudez-Rattoni et al., 1987). Much care was taken
to include only cortical tissue, sparing the underlying
caudate-putamen tissue. The fetal occipital cortex was
considered as the most caudal cortical region starting 2mm

lateral to the sagittal midline and extending 3mm from this
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point. Blocks of tissue of the same size as the IC grafts were
taken from this area. The dissected blocks of tissue were then
placed in different plates with sterile saline and suctioned
through a 100pul Hamilton microsyringe and allowed to
. precipitate (approximately 2 min). The lesioned animals to be
implanted were anesthetized again and held in the stereotaxic
apparatus, and an incision made. The syringe was then placed
in a manual R-4000 Kopf microinjector mounted on the
stercotaxic instrument, and the tip of its needle placed in the
insular cortex coordinates described previously. The tissue
was injected with the saline until 6 ;1] were advanced, taking
3 min to complete the injection, and the syringe was kept in
place for an additional 10 min to allow diffusion. Animals

were then sutured and allowed to recover.

Forty five days post-grafting, which is the time reported
as necessary to allow in order to observe a recovery of
acqgisition abilities in homotopic implanted animals
(Fernandez-Ruiz et al., 1991), all animals were tested for
retention of the CTA to saccharin. Five days prior to the
testing day, all animals were water deprived for 24 h and a
base line of water cons.umption taken for the next 5 days, after
which, in the morning session the water was substituted for
saccharin solution and consumption measured, completing

this way the retention test for the CTA for saccharin. In order
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to train the animals to a new CTA to ascertain the effects of

the treatments on newly learned aversions, the base line of
water consumption was taken for three more days, and on
the fourth the water of the morning session was substituted
for a 0.15M sodium chloride solution, followed 20 min later
by an intraperitoneal. injection of LiCl as described. The base
line of water was measured for two more days, and on the
third the water was again substituted for the saline solution
and its consumption measured, finishing the test for the CTA

to saline, Water and food were then kept ad libitum.

In order to have a different behavioral measure of
learning recovery, all animals were trained two days after the
last CTA test in the inhibitory avoidance learning task. The
procedure was modified from McGaugh, Introini-Collison
and Nagahara (1988). It was carried out in a 25x25x70 ¢m
acrylic box, divided in two compartments by a sliding door.
One compartrment was indirectly illuminated by a 60W light
bulb and the other was dark and had a twc:»_-pleﬂ'e metal floor
connected to a Grass electric stimulator. Training consisted in
placing each animal in the illuminated compartment for 20
sec with the door closed, after which the door was opened and
once the animal would cross all four paws, the door was
closed and a 0.7mA electric shock was delivered for 3 sec

through the metal floor. The door was then risen and the
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animal was let to return to the illuminated compartment and
the door again was closed. The procedure described was
carried out repeatedly until the animal reached a criteria of
latency of 80 sec without crossing into the dark compartment,
after which the door was lowered and the animal removed to
its home cage. The test (retention) was carried out 24 h later,
and consisted in placing the animal in the iluminated
compartment for 20 sec with the door closed, opening it, and
registering the latency to cross to the dark compartment. In
this case the door was let open and the time the animal spent
in each compartment during a 600 sec interval was registered.

After the behavioral tests were finished, all operated
animals (lesioned or grafted) were given an overdose of
anesthesia and perfused through the left ventricle of the
heart and the ascending aorta with physiological saline
followed by a 4% paraformaldehyde solution in phosphate
buffer. The brains were then removed and kept in a 20%
sucrose solution for 3 days, after which they wére cut in 45p
thick serial coronal slices, mounted, and stained for either
Nissl staining, or for Acetyl cholinesterase histochemistry,
using a modified protocel from Paxinos and Watson (1982).
Camera lucida drawings of the lesions or of the grafts were
made on schematic representations of coronal sections (data

not shown). Much care was taken to follow the insular cortex
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grafting procedures descibed in previous experiments
described elsewhere (Diaz-Cintra et al., 1995; Escobar et al.,
1989; Ferndndez-Ruiz et al., 1991; Lépez-Garcia et al.,‘ 1990), in
order to be able to extrapolate the more extensive histological

findings of those works with the present ones.

Results:

Histological analysis showed that all animals had
bilateral grafts, and that these were larger than the lesion area
(as compared to the Lx group) and had a tendency to grow
through the passage of the implanting injector (see Fig. 1 for
photographs of the implants). No obvious difference was
detected between the ICx and OceCx groups as seen on both
staining techniques. Lesions and }?;I?afts occupied the lﬁajnrity

of the insular cortex on either side.
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Figure 1. Photomicrographs
Experiment 1 with Nisg] Staining. The photographs on the
tOp row were taken originally at 2x, the ones on the
bottom row are 4x amplifications of the rectangles drawn

(homotopic, gToup ICx), C and p. occipital fetal cortey
grafted into the adult lesioned insular cortex (heterotopic,
ETOup OccCx). E and F- Lesioned areq a5 Seen in group Ly,
Abbreviationgs: €C, corpus callosum; st, Striatum; pr,
piriform cortex; PC, parieta] cortex. Arrows on bottom row
(B, D) show the limijt between host and graft or encircle
the lesioned area (E). Black bars on bottom right of panels
A and B fepresent 1mm.
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The statistical analysis for the liquid consumption was
carried out by one-way ANOVA, and post hoc Schefe analysis
where appropriate. The values for the inhibitory avoidance
times were analyzed nonparametrically due to its ordinal
variable nature, by _Kruskall—Wallis Fl test, and Mann-

- Whitney U test for specific two group comparisons.

The base line of water consumption and saccharin
consumption during the'acquisition of the CTA were similar
in all groups (mean Base Line =16.25ml, mean A.cqt.lisition
=16.12ml}) with no differences among them, which was to be
expected since no different experimental conditions were
applied. During the base line previous to the retention test a
slight, but non significant, décrease in the intake was detected
“in all experimental groups with respect to the control (CON;
mean Base Line exp=-14.6ml, mean Base Line con=16.52).

Nevertheless, to correct for individual base line drinking, the

values of the test for the CTA taste stimulus is expressed as a

percentage of the base line of water (Dugas-du-Villard, Her &
MacLeod, 1981), taking the arithmetical mean of the previous
two morning sessions as 100%. Figure 2, panel A, shows the
results for the retention test for the saccharin at 45 days post
grafting. The ANOVA showed that significant differences
existed among groups (F(3,28)=5.43, p<0.05). As expected, the

CON group showed a marked aversion to saccharin, as
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expressed by the low percentage of consumption with respect
to the base line. Both grafted groups also showed aversion to
the saccharin, with no significant differences with the control
or amongst them when analyzed post hoc. The group that
remained lesioned (Lx), however, did not show an aversion
to saccharin, differing significantly with the CON group
(p<0.01) and also with both grafted groups (ICx, p<0.05; OccCx,
p<0.01).
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Fxgure 2. Experiment 1. Panel A: retention tebt for the CTA to
saccharin taste acquired before lesioning, at 45 days post-
implantation. Panel B: acquisition test for the new CTA to
saline taste at 52 days post-implantation. Vertical axis
shows the mean percentage of saccharin solution intake (
standard error of mean) as compared to each animal's

- water base line consumption (see text in Results section of

Experiment 1 for details). b"p<0.05,. >{'*p_<:().01 compared to
the control (CON) group.
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Figure 2, panel B, shows the results for the acquisition
test for the saline taste at 52 days post grafting. The ANOVA
showed that significant differences existed among groups
(F3,24)=7.89, p<0.01). Again as expected, a marked aversion to
saline was shown by the CON group, with a low percentage of
consumption with respect to the base line. The homotopic
grafted group (ICx) also showed aversion to the saline taste,
with no significant differences with the control when
analyzed post hoc. The group that received heterotopic tissue
(OceCx) and the one that remained lesioned (Lx), did not
show an aversion to saline, differing significantly with the
CON group (OccCx, p<0.01; Lx, p<0.01) and also with the
homotopic gratted group (OceCx, p<0.05; Lx, p<0.01).

The results for the inhibitory avoidance learning are
shown in Figure 3. The ICx group had learned the task as
shown by the high latency to cross into the dark
compaftment, and a high stay in the lit compartment similar
to the control group. The Kruskall-Wallis test showed
differences between groups (p<0.05). The OceCx and Lx groups
had lower values for latency and stay in it c_orh_partm'ent' and
the Mann-Whitney U test showed that they were unable to

learn the task, as showed by significant differences with the
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control (CON) group (OccCx: Latency, p<0.05, Stay, p<0.05; Lx:
Latency, p<0.05, Stay: p<0.01).

A: Latency _ B:Stay in lit compartment
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Figure 3. Experiment 1. Inhibitory avoidance learning test at
54 days post-implantation. Panel A: latency to cross into
dark (shock) compartment. Panel B: accumulated stay in
lit (safe) compartment in a 600 sec period. For the purpose
of comparison of this graph with Fig. 6 of Experiment 2,
the values for each experimental group were transformed
to a percentage of the mean value of the control (CON)
group, and are shown in the vertical axis ( standard error
of mean, SEM). The statistical analysis was made with the
raw data. The control value (100%) is shown as the
horizontal line, with the +SEM of the CON group depicted -

as the striped area around it. *p<0.05, **p<0.01 compared
to the control (CON) group.
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These results show that, as expected, animals with
homotopic implants (fetal IC) in the NMDA-lesioned IC were
able to learn a new CTA when it is presented 52 days post
implantation, shown by the low saline taste intake (Fig. 2B)
and not so the animals implanted with heterotopic tissue
(fetal occipital cortex), replicating previous results with
electrolytic lesions (Escobar et al., 1994). Surprisingly, the
ability to remember CTA's established before the lesion was
restored in both implanted groups, regardless of the origin of
the fetal tissue. The animals that remained lesioned did not
recover spontaneously either the ability to remember (Fig.
2A) or to learn (Fig. 2B) a new CTA. It is noteworthy that a
dissociation between the ability to learn and to recall was

found in the OccCx group.

The inhibitory avoidance task showed that only the
homotopic grafts were able to induce reco\zery of the ability to
learn this task, showing the same tissue specificity that the
CTA task with a new taste had shown, which is in direct
concordance with results described elsewhere (Escobar' et al,,
1994), |
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Experiment 2.

The following experiment was made in order to
determine the differential effects that fetal brain implants
supplemented with or without NGF have on the ability of
remembrance of CTA's acquired before lesions of the Insular

Cortex.

Subjects:

Forty-three male Wistar rats were used in the same
conditions and characteristics as in the Experiment 1, with a
range in weights between 258-319 g, at the beginning of the
experiment. Additionally two 15-day-pregnant Wistar rats

served for fetal tissue donors.

General Procedures:

All animals were trained in the acquisition of CTA to
the flavor of saccharin as described in the srocedures of
Ex‘periment 1. Four days later all animals except an intact
control group (CON, n=10) were IC lesioned with micro
- injections of NMDA as described before. Eight days later, the
lesioned animals were divided into 4 groups. One group was
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to receive fetal IC supplemented with NGF (group IC+NGF,
n=8); another, the implants with the NGF vehicle alone (IC-
Veh, n=8); the other 2 groups received instead of tetal tissue
small blocks of Gelfoam (Upjohn), approximately of the same
volume as the implants, embedded with (group GFM+NGF,
n=7), or without (group GFM-Veh, n=10) the NGF.

The implantation of the fetal tissue was carried out by
the dissection of the fetal IC as described before, but the
obtained tissue was placed in a Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) instead of saline. For the IC+NGF group, 10
ng/ml of NGF (Sigma Chem. Co., mouse 7s fraction) was
added. Each IC tissue was back-filled with medium into a 100
l Hamilton microsyringe, and 6 pl of the tissue plus
medium was stereotaxically injected into the lesioned IC of
anesthetized rats. The needle was kept in this position for an

additional 10 min to allow diffusion.

The im'planta_tion of the Gelfoam was made by cutting
a 3 x 2 x 2 mm block and placed in the medium for 30 sec, in
the case of the GFM+NGF gr‘oup_' the medium was
supplemented with NGF. The blocks were then placed in the
trephine and were pushed downwards to the lesioned IC with
a steel wire (0.8 mm thick) attached with a stopper at the
required dorsoventral coordinate. A version of this procedure

has proven that when the medium was supplemented with
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NGF the blocks promoted survival of neurons in the septal

transection lesion model (Hefti, 1986).

After the implantation, animals were left to recover for
12 days, after which a second base line of water consumption
measurement Was begun, and three days later, on day 15 post-
implantation, which is the time reported as necessary to
allow for recovery of acqisition abilities in NGF
supplemented grafts (Escobar et al., 1994), all animals were
tested for the retention of the CTA for saccharin acquired
before the lesion, substituting the morning water intake with
the saccharin solution and measuring the consumption. The
animals were then given a two trial CTA training to the
novel flavor of 0.2 M saline. The base line of water
consumption was measured for three more days and on the
fourth water was substituted for saline, and an ip injection of
LiCl solution, this procedure was given again after two more
days of water. After the training procedure, animals were
tested for retention of the CTA to saline, at 22 days post-

implantation.

After the retention test for the CTA to saline animals
were again given water freely, and trained two days later in
the inhibitory avoidance task, tested for retention 24 h later.
The animals were then perfused and histologies were carried

out as described in the Experiment 1.
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Results:

Photographs taken from the histologies are shown in
Figure 4. As in Experiment 1, The grafts grew larger than the
original lesioned area, and tended to grow through the
implantation grove left by the implantation canulae. Again
no obvious differences were observed between implanted
groups (IC+NGF vs. IC+Veh). Both groups implanted with
Gelfoam showed bilateral lesions and in some cases (4 rats
unilateral, 1 bilateral) the characteristic reticular pattern of the

Gelfoam was observed inside of the lesioned area.

* The base line of water cdnsumption before the first
CTA acquisition were very similar for all groups, also the
saccharin consumption during acquisition (mean Base Line=
14.85 ml, mean Acqusition= 16.08 ml, for all animals), which
was to be expected since no different experimental conditions

‘were applied.

‘The results of the retention test to the CTA to saccharin
15 days post-imvplantation are represénted in Figure'S, panel
A. As in Experiment 1, the consumption values were
transformed to the arithmetic percentage of the base line
consumption. The control group (CON) showed a strong

aversion to saccharin, as shown by the low percentage»of |
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consumption with respect to its base line. A one-way
ANOVA showed that there was a significant difference
between groups (F(5,45)= 5.67, p<0.05). In a Fisher's post hoc
analysis, the effect between groups was shown to be the
following: Both groups that received fetal IC tissue, with
(IC+NGF) or without (IC-Veh) the nerve growth factor
showed similarly an aversion to saccharin slightly weaker,

but not significantly different. The two
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IC+NGF IC-Veh ~GFM

Figure 4. Photomicrographs of the histological slices of
Experiment 2 with Nissl staining. The photographs on the
top row were taken originally at 2x, the ones on the
bottom row are 4x amplifications of the rectangles drawn
on the top. Panels A and B: insular fetal cortex
supplemented with NGF grafted into the adult lesioned
insular cortex (group IC+NGF). C and D: non-
supplemented insular fetal cortex (group IC+Veh). E and
E: representative example of Gelfoam implants (group
GFM+NGF). Abbreviations: cc, corpus callosum; st,
striatum; pr, piriform cortex; PC, parietal cortex. Arrows
on bottom row (B, D) show the limit between host and
graft or encircle the Gelfoam area (F). Black bars on bottom
right of panels A and B represent Imm.
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groups with Gelfoam implants supplemented with
(GFM+NGF) or without (GFM-Veh) NGF showed a
statistically impaired aversion to the saccharin as compared to
the control (GFM+NGF p<0.01 vs. CON; GFM-Veh p<0.01 vs.
CON).
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Figure 5. Experiment 2. Panel A: retention test for the CTA to
saccharin taste acquired before lesioning, at 15 days post-
implantation. Vertical axis shows the mean percentage of
saccharin solution intake (* standard error of mean) as
compared to each animal's water base line consumption
(see Results section of Experiment 1 in text for detallb)

p<0 01 compared to the control (CON) group.
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Figure 5, panel B, shows the results for the test for the
saline taste after two acquisitions, at 22 days post grafting.
Significant differences were shown to exist by the ANOVA
among groups (F(3,28)=6.97, p<0.01). A marked aversion to
saline was shown by the CON group, with a low percentage of
consumption with respect to its base line. The insular cortex
grafted group supplemented with NGF (IC+NGF) showed
aversion to the saline taste, with no significant differences
with the control when analyzed post hoc. The group that
received non supplemented tissue (IC-Veh) and the two
groups that received the Gelfoam implants, did not show an
aversion to saline, differing significantly with the CON group
(GEM+NGF p<0.01; GFM-Veh p<0.01) and also with the NGF
supplemented grafted group (GFM+NGF p<0.05; GFM-Veh
p<0.05).

The inhibitory avoidance'results are repreSented' in
| Figure 6. The IC+NGF group leamedv the fask as shown by a
~ high latency to cross into the dark tdmparf111e11t, and a high
- stay in the lit compartment similar to the control group. The
Kruskall-Wallis test showed differences -bé;twéé'n groups
(p<0.01). The group implanted with_ vehicle and the groups
that received gelfoam had lower values for latency and stay in
lit compartment and the Mann-Whitney U test showed that

they were unable to learn the task, as shown by significant
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differences with the control (CON) group (In latency: IC+Veh,
p<0.01; GFM+NGF, p<0.01; GFM+Veh, p<0.01. In stay:
IC+Veh, p<0.01; GFM+NGF, p<0.01; GFM+Veh, p<0.01). The
group that recieved gelfoam with vehicle was significantly
different in both latency and stay with the groups GFM+NGF
and IC-Veh (p's<0.05).
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Figure 6. Experiment 2. Inhibitory avoidance learning test at
24 days post-implantation. Panel A: latency to cross into
dark (shock) compartment. Panel B: accumulated stay in
lit (safe) compartment in a 600 sec period. See label on Fig

3 for explanation of the y axis. -**p<0.01 compared to the
control (CON) group.
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These results show that NGF supplemented fetal tissue
implanted in the NMDA-lesioned IC is able to recover the
ability to learn a new CTA at 22 days post implantation,
shown by the low intake of saline taste during the test of the
CTA acquisition established after implantation (Fig. 5B),
whereas the unsupplemented tissue did not show any
recovery at this time, nor did the NGF alone, shown by the
increased consumption in saline taste with comparison with
the control. The group implanted with vehicle did not show
a spontaneous recovery nor did the NGF-alone group as
shown by the statistical differences with the control and with
the NGF supplemented implants (Fig 5B). As in Experiment
1, the ability to remember CTA's established before lesioning
did not show dependency on tissue specificity or pre
treatment, since both groups implanted, supplemented with
NGF or not, recovered this ability (Fig. 5A), whereas the
groups that received Gelfoam with or without NGF did not

recover the ability to recall either.

The results for the inhibitory avoidance task are
similar to the results of the aquisition of the CTA, in that
only tissue supplemented with NGF was able to recover the
ability to learn. The acceleration of recovery of this task by

- trophic supplements, is in concordance with previous results
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studying this effect (Escobar et al., 1994) which makes this task

a positive control of the beneficial effects of the implants.

Discussion,

The results of these experiments showed that fetal
brain grafts are able to induce recovery of the recall of CTA's
acquired before an IC lesion. The 1C NMDA lesion itself did
not show spontaneous recovery at any of the times tested up
to 52 days for either the retention (lesion made after training)
or the acquisition (lesion made before training) of CTA's, so
the recovery must be attributable to an action or an
interaction of the graft on the host brain. In Experiment 1, it
‘was shown that the tissue specificity seen here and elsewhere
(Escobar et al., 1989) for the recovery of the ability to learn a
new CTA, is not needed for the recovery of remembrance of
CTA learned before lesions, where both homotopic and
heierotopic grafted tissue was able to recover recall but only |
homotopic induced recovery of acquisitibn of new CTA's.
Similarly, in Experiment 2 the data showed a dissociation
between the recovery of recall and the recovery of learning, in:
that solely the implants supplemented with NGF induced
recovery of both, whereas the implants without this factor
and tested at 15 days post implantation, only showed

remembrance of the CTA established before lesioning, and
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were unable to acquire a new CTA conditioned after

implantation.

Since lesions of the IC made several days after training
a CTA still present disruption of this task, and this disruption
can not be attributed to taste perception since taste reactivity is
intact (Braun et al., 1982), one possible explanation is that it is
the site for retention of the long term memory trace, which
would account for the results obtained through biochemical
analyses by Dudai and coworkers (Rosenblum, Meiri &
Dudai, 1993; Rosenblum et al., 1995) where they find that
memory retention for  taste is dependeant on protein
synthesis and phosphorilation in the IC. Nevertheless, the
implication of our results on the view of the participation of
the IC in the conditioned taste aversion is that it can not be
the neuroanatomical substrate for memory retention. Since
IC destruction (lesion) produces deficiencies that can be
reversed with fetal brain tissue implants, which implies that
this substrate must lie in other regions, if any can be defined.
In this way, the technique of fetal brain ‘implan'ts can be used
as a "reversible lesion" model. Conversely to the chemically
induced reversible lesions, the use of lesions-brain grafts
assures the destruction of cells by the neurotoxin and
therefore guarantees disruption of the memory trace, if any,

in the structure involved; which is of paramount importance
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in the study of long term memory traces. However, these
results do suggest an important participation of the IC in the
process of remembrance of acquired taste aversions, in that
the IC must be intact, or be treated with fetal tissue implants
after lesioning, for recall to happen. This complements the
knowledge that the IC is strongly involved in the acquisition
(ability to learn) a CTA, suggesting that the IC is a site
mediating the input, consolidation, and retrieval of the
associative information relevant to form a learned taste
aversion. The mechanisms underlying acquisition and
retrieval of the CTA, however, seem to be different since a
strong tissue specificity is required for the recovery of the
ability to learn, as noted by the fact that only homotopic tissue
at 52 days post implant, or tissue supplemented with NGF at
22 days, showed recovery of learning, but the ability to

retrieve was recovered in all fetal tissue implants.

Furthermore, the present data imply that the
disruptive effect of IC lesions on CTA, cannot be attributed to
an abnormal or a lack of perceptlon of taste, since all
1mplanted groups in both experiments were able to recogmze,
and therefore correctly perceive, the saccharm taste, even
though they had recieved IC lesions. Even the possibility that
the implants were restoring the supposed disrupted

perception, this alone could not account for the diferential
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effects observed between learning and memory graft-induced

recovery.

The recovery of the inhibitory avoidance task, in this
case replicates results obtained elsewhere (Escobar et al., 1994)
with electrolytic lesions, and in this case serves as a positive
control of the different implants. Since the implants that
recovered learning functions in the CTA were also able to
recover the inhibitory avoidance task, it is reasonable to
suspect that the mechanisms of action of the implants that
allow the recovery of learning of CTA is the same for the
recovery of the inhibitory avoidance task, and also that this
recovery is accelerated by NGF supplements. Although it is
known that lesions made several days after the inhibitory
avoidance training have a disruptive effect (Pifia, Ormsby &
Bermtidez-Rattoni, 1991), the effect of the implants on the

retrieval of this task has not been addressed yet.

- The mechanisms of action of the implants on the host
brain are difficult to assess with the present methodology;
however, we can discard implant volume since no significant
differences were observed between homotopic and
heterotopic implants, and between NGF-supplemented and
non supplemented implants, either in the Nissl or Acety!
cholinesterase stainings. The differential effect of the

heterotopic and non-NGF-supplemented implants on

87.



acquisition and retrieval, should be attributed to tissue
maturity and differentiation, these factors being indispensable
for learning (acquiring), but not for remembrance (recall). In
the case of the implant induced recovery of recall, the most
probable mechanism of action is through humoral diffusible
factors (Bjorklund et al., 1987), since restored connectivity
seems unlikely at 15 days post implant (Fernandez-Ruiz et al,,
1991) without addition of trophic factors. A series of
experiments in our laboratory have correlated the recovery of -
CTA and inhibitory avoidance learning abilities with
recovery of cholinergic function in the implants (Bermudez-
Rattoni, Ormsby, Escobar & Herndndez-Echeagaray, 1995;
Escobar, Jiménez, Lopez-Garcia, Tapia & Bermﬁdez-Raftoni,
1993; Lopez-Garcia et al.,, 1990), and it is reasonable to suppose
these same mechanisms in these experiments, suggesting that
memory retrieval of the CTA's is i'elativ_ely independent of
cholinergic function, since heterotopic and non-NGF-
suppleménted grafts, which have shown low cholinergic
activity, induce recovery of this aspéc’fof memory. A recent
finding showed that the extracellular acetylcholine levels in
the insular cortex rises to the presentation of a taste, but that
this increase is significantly larger if the taste had been
previously conditioned in a CTA procedure, as measured by
in vivo microdialysis (Shimura, Suzuki & Yamamoto, 1995)..

In this regard we speculate that the rise in acetylcholine is
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either non essential, or that it would be involved in further

learnings, such as overtraining or extinction.

Further research is to be oriented towards finding the
ce_llular and extracellular mechanisms that could be the
substrate to graft induced recovery of recall, and the

generalization of these findings to other behaviors,
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DiISCUSION.

Los resultados del Experimento 1 muestran que los
animales que recibieron implantes homotdpicos (corteza
insular fetal) en la corteza insular adulta lesionada con N-
metil-D-Aspartato son capaces de aprender un CAS
presentado por primera vez, cuando éste es inducido a mas de
45 dias post-implante, mostrado por el bajo consumo de
salina (fig. 2a, Exp. 1 de la seccion de Procedimientos
Experimentales y Resultados) y no asi los animales
implantados con tejido heterotdpico (corteza occipital fetal),
lo que replica resultados obtenidos previamente utilizando
lesiones electroliticas (Escobar et al., 1989; Fernindez-Ruiz et
al., 1991). Sin embargo, y de manera inesperada, la habilidad
de recordar CAS establecidos antes de la lesion fu¢ restaurado
en ambos grupos lesionados, independientemente del origen
(homo o heterot6pico) del tejido fetal. Los animales que se
mantuvieron lesionados no recuperaron esponténeamente
ni la capacidad de recuerdo (fig. 2a, Exp. 1), ni la de
aprendizaje de un CAS novedoso (fig. 2b, Exp. 1). Es de
notarse la disociaciéon que el grupo OccCx mostrdé en los
efectos sobre la memoria (recuerdo) y el aprendizaje del

condicionamiento aversivo al sabor. Los resultados de la
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prevencion pasiva (fig. 3, Exp.1) coinciden con los del
aprendizaje (fig. 2b, Exp. 1) en que solo el grupo control y el
ICx con implantes homotépicos mostraron aprendizaje de la
tarea, coincidiendo también con resultados previos
(Bermudez-Rattoni et al., 1992).

En el Experimento 2, los resultados muestran que en la
evocacidén del condicionamiento aversivo a los sabores (CAS),
tanto los grupos control y los dos que recibieron injertos de
tejido fetal fueron capaces de tener un recuerdo de la
adquisicion (fig. 5a, Exp. 2). En el caso de los controles fué el
resultado esperado, debido a que se sabe que el
condicionamiento aversivo a los sabores produce una
respuesta robusta que se puede manifestar dias y hasta meses
después de la adquisicidon (Garcia, 1990). En el caso de los
grupos con injertos fetales (IC+NGF, IC-Veh) el hecho de que
la respuesta se haya presentado, es un indicio de que estos
iniertos promovieron la recuperacion, dado que la lesion que
habian recibido anteriormente a la implantacién inducia que
la respuesta no pudiera ser manifestada, como se observé en
el caso de los grupos con implantes de gelfoam (GFM-NGF,
GFM-Veh), los cuales al no poder recuperar la funcién,
presentaron resultados que corresponderian a animales con
lesién de la corteza insular (fig. 5a, Exp. 2). En el caso de la

evocacion del CAS, es de notarse que la aplicacién del factor
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de crecimiento neuronal (NGF) no parece ejercer ningun
efecto, ya que tanto los animales que recibieron transplantes
de corteza insular (CI) fetal con NGF como los que lo
recibieron solo con el vehiculo recuperaron la capacidad para
evocar; mientras que los grupos Glfm-NGF y Glfm-Veh no
pudieron recuperar y sus resultados son muy similares, a
pesar de que el grupo GIfm-NGF recibio el factor, lo que
sugiere que la recuperacion de la evocacion es un proceso
independiente del NGF. No asi la recuperacion de la
capacidad para adquirir un nuevo CAS. Como era esperado,
los animales que recibieron transplantes con el NGF
(IC+NGF) fueron capaces de obtener en dos ensayos valores
de aversion similares al control cuando fueron reentrenados
para adquirir una nueva aversion condicionada (fig. 5b, Exp.
2), pero ningtin otro grupo implantado mostré recuperacion,
incluyendo el grupo CI-Veh que si habia mostrado

recuperacion para la evocacion.

Los result'ados’para la adquisicion (fig. 5b, Exp. .2)
replican de alguna manera los resultados obtenidos por
Escobar y cols. (1993) en los que a los 15 dias post-transplante
no se observa una recuperacion de la capacidad para recuperar
el CAS en animales transplantados, a menos'que hayan sido
adicionados con NGF. Los resultados aqui mostrados difieren

en el hecho de que fué necesaria la presentaciéon de dos
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ensayos de adquisicién para poder observar una recuperacion
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 que, como se indicé en el procedimiento, en el
dia de la primera prueba la temperatura del cuarto en donde
habitaban todas las ratas tuvo un fuerte aumento, lo cual
tiende a producir que todos los animales beban mas liquidos
de los que normalmente consunien. Adn en este caso, el
efecto diferencial de la aplicacion del NGF (aplicacion=
recupera, solo vehiculo= no recupera) si pudo hacerse patente
dado que el grupo IC+NGF tuvo un valor de porcentaje de
linea base significativamente menor que los demés grupos
con implante, pero también esta significativamente mds alto
que el control, por lo que no se puede aceptar la hipotesis
nula de que no hay diferencia entre controles e injertados con
CI y NGF. El hecho de que los animales controles si hayan
mostrado una aversion a pesar de la alta temperatura, indica
que posiblemente ésta explicacion 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
cuestion del por qué no pudieron manifestar la aversion,
mientras que el grupo control si. Una respuesta a ésta
pregunta puede ser que los animales del grupo IC+NGF

presentaban una recuperacién parcial, por lo que necesitan de
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reentrenamiento, y la alta temperatura solo amplificé un

efecto que ya estaba presente.

Los estudios anteriores en la literatura no presentaron
este efecto, probablemente debido a que entre aquellos y los
presentes existen algunas diferencias metodoldgicas. La
primera diferencia radica en que los animales del presente
trabajo ya habian pasado previamente por una adquisicion y
prueba de condicionar iento aversivo a sacarina, lo que
puede de alguna manera interferir con la adquisicion del
nuevo condicionamiento aversivo a la salina. La segunda
diferencia, y probablemente la mis importante, es que en este
experimento se utilizdé por primera vez en la literatura, hasta
donde conocemos, un transplante fetal en una lesion
inducida por la neurotoxina N-Metil-D-Aspartato (NMDA);
en los modelos anteriores de corteza insular solo se habian
utilizado lesiones electroliticas. Esta diferencia en el tipo de
lesion también llevé a una diferencia en la morfologia de los
transplantes, quedando éstos en forma de columna en el eje
dorsoventral; en cambio los injertos en lesion electrolitica
tienden a quedar contenidos en ésta (Escobar et al., 1989). Esta
diferencia posiblemente sea la causa de la discrepancia entre
resultados, de tal manera que los transplantes son mads
eficientes en lesiones electroliticas que en lesiones por
NMDA.

98.



La similitud anatémica gruesa que mostraron los
injertos fetales con o sin el NGF, asi como la observacién de
que en ambos la presencia de la enzima acetilcolinesterasa era
mucho mads baja que en el cerebro circundante, sugiere que es
por similitudes por las que ambos injertos fueron capaces de
inducir recuperaciéon de la evocaciéon. Sin embargo, la
discrepancia entre los grupos con o sin el NGF en la
adquisicion no puede ser atribuida a ningun factor observado,
por lo que posiblemente se deba a diferencias en el
metabolismo de los injertos y a contenido y secrecion de
sustancias neuroactivas, como se ha sugerido en otros
estudios (Lopez-Garcia, Fernindez-Ruiz, Bermudez-Rattoni

& Tapia, 1990).

Los resultados mostrados en ambos experimentos
indican que las lesiones post-consolidacion producen un
impedimento en la evocacién de las respuestas de
condicionamiento aversivo a los sabores (fig. 2a, Exp. 1 y fig.
5a, Exp. 2), al compararse el grupo lesionado (Lx) o con
gelfoam con el control intacto (CON). 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 evocacion de estas tareas.
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De esta manera se complementa la serie de resultados
obtenidos en donde se demuestra la participacion de la CI en
la adquisicion (Benjamin & Pfaffman, 1955; Braun et al., 1%¢?)
y consolidacion (Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991; ..el
condicionamiento aversivo a los sabores, asi como de la
prevencién pasiva (Bermudez-Rattoni et al., 1991). Estas
deficiencias se adjudican a un problema en la capacidad de
aprender y de memoria, dado que la suposiciéon de que las
deficiencias sean debidas a problemas en la percepcion e
integracion 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
Lasiter y Glanzman (1985) encontraron que ratas con ablacion
de la corteza gustativa (incluida la CI) muestran una curva de
discriminacién de un gradiente de molaridad para los cuatro
sabores bésicos (dulce, salado, acido y amargo), y que aunque
los valores absolutos fueron diferentes a los controles (las
lesiones de corteza gustativa tienden a disminuir el consumo
de liquidos en general), el umbral de discriminacién 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
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muestran una clara participacion de la CI en el aprendizaje de
esta conducta (Braun et al., 1982; para una revision).
Recientemente se ha mostrado la participacion de la Cl en la
consolidacion del CAS y los resultados aqui mostrados
indican que la CI estd involucrada ademds en la memoria a
largo plazo de esta conducta. Todo esto sugiere que la corteza
insular es un sustrato neurocanatémico importante en todas
las fases del continuo aprendizaje-memoria del
condicionamiento aversivo a los sabores. Se puede suponer
que la CI estd involucrada en las cuatro fases de la formacion
de la memoria (adquisicién, consolidacién, retencién vy
evocacién) dado que las lesiones durante cualquiera de estas
fases impiden la manifestacion de la respuesta aprendida. Sin
embargo la utilizacion de lesiones permanentes (electrol‘iticas
y por neurotoxinas) no descartan contundentemente la
posibilidad de que la participacion de la CI sea solamente en la
fase de evocacién dado que independientemente de qué
modelo se esté utilizando (incluyendo el presente) los
animales se encuentran lesionados cuando se les presenta el
sabor de prueba. El experimento que se describe en la

siguiente seccion aclara este problema.

La participacién de la CI en la prevencién pasiva no
presenta el problema antes descrito, dado que se ha podido

estudiar por medio de lesiones reversibles, en las que se

101.



administra localmentre en la CI un farmaco (particularmente
tetrodotoxina) que inactiva temporalmente la region,
dejdindola completamente funcional una vez que se ha
disipado el efecto. En estudios realizados por Bermidez-
Rattoni y cols. (1991) se encontrd que la inactivaciéon por
tetrodotoxina de la corteza insular antes e inmediatamente
después del condicionamiento de prevencion pasiva produce
deficiencias en la prueba 24 hrs mas tarde. Estas deficiencias
pueden ser atribuidas directamente a una participacion de la
CI en el aprendizaje y la consolidacién respectivamente, ya
que durante la evocacion de la respuesta, la CI de los animales
se encontraba intacta, por lo que no se pueden atribuir las
deficiencias observadas a una participacion de la CI solo en la
evocacion de la respuesta. Por lo tanto, los presentes
resultados aportan la nociéon de que la CI esta adicionalmente
involucrada en procesos de memoria a largo plazo de la

prevencion pasiva.

Los resultados presentados en el Experimento 1
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 implicacion directa de éste resultado sobre el modelo de la

participacion de la CI en el condicionamiento aversivo a los
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sabores es que ésta ultima no puede ser el substrato de la
retencion de la memoria, dado que su destruccién (lesion)
produce deficiencias que pueden ser remediadas, lo que
implica que el sustrato neuroanatémico de la retencion debe
localizarse en otras rregiones, si es que se pudiere llegar a
definir una o varias regiones especificas. Sin embargo, éstos
resultados indican una importante participacion de la corteza
insular en el proceso de evocacion de la memoria de la
aversiéon condicionada al sabor. La participacion 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
participacion de la CI directamente sobre la fase de

adquisicion.

En estudios preliminares (Bermudez-Rattoni,
comunicacion pefsonal) se ha observado que la inactivacion
reversible de la corteza insular por medio de tetrodotoxina
pre-adquisicién produce deficiencias en la prueba, sin
embargo la participacion sobre la consolidacion no ha sido
‘esclarecida, Otra evidencia de la participacion de la CI sobre la
adquisicion del CAS es la observacion de recuperacién de la
capacidad de adquirir CAS de ratas lesionadas por medio de
transplantes fetales pre-adquisicion (Bermudez-Rattoni et al,,

1987), lo cual indica que probablemente sea ésta fase la que se
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vea impedida por las lesiones y recuperada por los
transplantes. Una importante evidencia de ésta participacion
de la CI en la adquisicién se encuentra implicita en los datos
aqui presentados, mostrado por el hecho de los animales con
implantes de CI, pero sin el factor de crecimiento neuronal
(grupo IC-Veh) o con implantes de tejido tomado de la
corteza occipital fetal, fueron capaces de evocar la respuesta
adquirida pre-lesién pero incapaces de adquirir un nuevo
condicionamiento aun con dos adquisiciones, lo cual
indicaria una disociacién del efecto de Lesion-Recuperacion
en la evocacién, del de este efecto en la adquisicion. Si el
efecto de las lesiones de CI sobre el CAS fuera solo sobre la
fase de evocacion, y fuera ésta fase la que se recuperara por
medio de los transplantes, no deberfa haberse observado la
disociacién, dado que los animales de los grupos IC-Veh vy
OccCx tenfan transplantes capaces de recuperar la evocacién
(fig. 2a, Exp. 1 y 5a, Exp. 2), pero atin asi no pudieron adquirir
una nueva respuesta aversiva al sabor (fig. 2b, Exp. 1 y fig. 5b,
Exp. 2). Adicionalmente, el hecho de que los animales con
transplantes de CI con el factor de crecimiento neuronal
(grupo IC+NGF) fueran capaces de recuperar la evocacién de
una respuesta previamente aprendida (fig. 5a, Exp. 2) y
ademds la adquisicién de una nueva (fig. 5b, Exp. 2), a
diferencia del grupo CI-Veh que no recibié el NGF, indica que

la recupreaciéon de la capacidad para evocar es un proceso
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independiente del factor tréfico, mientras que la recuperacion
de de la adquisicién (por lo menos a los 20 dias post-implante)
es un proceso dependiente de NGF exogeno. Esto apoya atn
mas la nociéon de la disociacién del papel de la CI en la

adquisicién y en la evocacion.

Retomando el tema que se planted en los antecedentes
acerca del problema para definir los componentes del CAS,
dado que en los presentes experientos las primeras
manipulaciones se realizaron después de la consolidacion del
CAS, no es posible utilizar estos datos para concluir acerca de
los procesos neurales que subyacen las fases de adquisicion y
consolidacién, que son los abordados por Garcia (1990) y
Chambers (1990). Sin embargo el mecanismo de recuerdo si
puede ser discutido. En el caso de la explicaciéon pavloviana
de Chambers, la CI seria una estructura necesaria para que se
dé la asociacién entre el estimulo condicionado (sabor) que se
presenta y el recuerdo del incondicionado (malestar). En el
caso de los animales con lesién de CI esta asociacion no se
presenta, por lo que se evoca la respuesta incondicionada
(ingesta) en lugar de la condicionada (evitaciéﬁ). Los
implantes restauran la capacidad de hacer la asociacion. El
caso de la interpretacién de Garcia presenta una dificultad.
Dado que en este caso el EI (sabor) cambid de valor hedonico

por la accién de la retroalimentacién (malestar), esto sugiere a
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primera vista que el regreso al valor hedénico anterior sélo se
daria por un procedimiento de condicionamiento en el cual
el sabor se asocia con una retroalimentacion heddénicamente
positiva, o por una alteracion en la estructura del organismo
(en este caso lesién) que cancele los efectos del
condicionamiento, y a su vez estas alteraciones pueden ser
revertidas (por implantes). Esto implica que el cambio
hedénico del EI no es permanente, y que debe ser mantenido
por alguna funcién neural especifica. En ambos casos parece
claro que el mecanismo de recuerdo implica una nueva
asociacion del estimulo sdpido que se presenta con la
memoria del estado del organismo durante el malestar
gastrico (lldmese retroalimentacion o El), y que esta asociacion
depende de la integridad de la corteza insular. También es
claro en ambos casos que los cambios sindapticos que
contienen la informacion del condicionamiento se
encuentran en otro u otros lados del sistema nervioso, o
tienen una organizacién tal, que la destruccién de una parte
de ella (la CI), no destruye el trazo de memoria de una

manera tal que sea irrecuperable,

Los mecanismos de accion de los implantes sobre el
cerebro hospedero son muy dificiles de observar con la
presente metodologia; sin embargo se puede descartar el

volimen del implante dado que no se encontraron
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diferencias significativas entre implantes homotépicos y
heterotdpicos, ni entre implantes fetales suplementados o no
con NGF, ni en la tinciéon de Nissl ni con la histoquimica de
colinesterasa. El efecto diferencial de los implantes
heterotdpicos y los no suplementados sobre la adquisicién y el
recuerdo, debe ser atribuido a la madurez del tejido vy
diferenciacioén, siendo estos factores indispensables para el
aprendizaje (adquisicién), pero no para el recuerdo
(evocacidon). En el caso de la recuperacién del recuerdo
inducido por implantes cerebrales, el mecanismo de accién
mds probable es a través de factores humorales difusibles
(Bjorklund et al., 1987), dado que un reestablecimiento de
conexiones parece ser improbable a los 15 dias post implante
(Fernandez-Ruiz et al., 1991) sin factores tréficos adicionados.
Una serie de experimentos han demostrado una correlacién
entre la recuperacion de habilidades de aprendizaje de CAS y
prevencion pasiva con una recuperacion de funciones
colinérgicas en los implantes (Bermudez-Rattoni, Ormsby,
Escobar & Hernandez-Echeagaray, 1995; Escobar et al., 1993;
Lopez-Garcia et al., 1990) y es razonable supcjner estos mismos
“mecanismos en los experimentos aqui presentados,
sugiriendo que la recuperacién del recuerdo. de aversiones al
sabor es relativamente independiente de la funcién
colinérgica, dado que en los estudios citados se mostro que los

implantes heterotépicos y los homotépicos no
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suplementados a los 15 dias mostraron una funcion
colinérgica alterada, pero ain asi indujeron recuperacion del

recuerdo.

La importancia que estos datos tienen sobre el estudio
del aprendizaje y la memoria, radica principalmente en que
se demuestra que el proceso de recuerdo de las respuestas
condicionadas es uno que es activo y con sustratos neurales
distintos, como plantea Rescorla (1988). También aporta
informacién al estudio de las amnesias retrogradas
persistentes, que aunque infrecuentes en la literatura clinica,
aportan un gran contenido de investigacion bésica de la
memoria (Squire et al, 1993). Se puede continuar de esta
manera con estudios sobre las bases neurales del recuerdo,
que ha sido hasta ahora un drea muy poco estudiada,
comparativamente con el nidmero de estudios sobre
aprendizaje y consolidacién. Sin embargo deja abierto el
problema de la localizacion del trazo de memoria, pues s6lo
se puede afirmar que no estd en la CI, pero los datos no

indican a ninguin otro candidato.

Dentro de los aspectos de este trabajo que seria
importante seguir estudiando estarian la posibilidad de que
existan conexiones sindpticas funcionales a los 15 dias post-
implante, posiblemente a través de métodos

electrofisiologicos. También seria conveniente la elucidacion
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de qué componentes de los implantes sean los inductores de
la recuperacion. Esto ultimo pudiera ser estudiado mediante
la implantaciéon de diferentes tejidoé del SNC que tuvieran
diferentes composiciones, o la administracion 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 neurobiologia desde hace mas de medio

siglo de investigacion.

Otra area de interés es el estudio de los efectos de los
diversos implantes sobre otras conductas aparte del CAS,
como lo son la prevencion pasiva y el laberinto de agua. Estos
datos podrian servir para comprender mejor los procesos en

que estd involucrada la corteza insular.
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